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RESUMEN

La disponibilidad de nitrogeno (N) limita la productividad bioldgica en vastas regiones del
océano debido a que se encuentra como gas dinitrégeno atmosférico (N2), no disponible para
la mayoria de los organismos. Sin embargo, un grupo de procariotas Illamados diazétrofos
son capaces de fijar el gas N2 en amonio (NH4") biol6gicamente disponible, proporcionando
una fuente importante de N para las comunidades microbianas y las redes alimentarias. En
los ultimos afios, se ha dado a conocer a un grupo de cianobacterias simbidticas unicelulares,
llamadas UCYN-A, como uno de los fijadores de N> més abundantes y ampliamente
distribuidos en el océano global. Estas cianobacterias se han encontrado en diversos
ecosistemas marinos, con excepcion de las zonas de minimo oxigeno (ZMO), que se han
propuesto como un ambiente ideal para la diazotrofia marina, pero hasta el momento sélo se
ha reportado la presencia de bacterias heterotrofas y de UCYN-B. Este trabajo estudia la
diversidad y composicion de este clado de cianobacterias fijadoras de N, asi como su
relacién con las variables oceanograficas en un transecto frente al puerto de Mazatlan, en
plena ZMO del Pacifico Nortropical Oriental (ETNP por sus siglas en inglés), en dos
camparias oceanogréaficas, realizadas ambas en la temporada de primavera. Se tomaron
muestras de agua a diferentes profundidades en un transecto en los afios 2018 (cuatro
estaciones) y 2019 (cinco estaciones). El gen nifH se amplificd y se evalu6 por secuenciacion
masiva. Se encontr6 una mayor diversidad del gen nifH de UCYN-A en 2018 (crucero MAZ
IV), particularmente en la muestra de fondo hipoxico de la estacion costera, en comparacion
con el 2019 (crucero MAZ V). Estas diferencias se atribuyen principalmente a la presencia
de eventos de surgencia y fendmenos ENSO, que tuvieron gran influencia en las
caracteristicas hidrograficas y bioquimicas en esta region y que indujeron diferencias
temporales en la distribucion del clado UCYN-A en ambos cruceros. Se determind la
presencia de 13 oligotipos pertenecientes a los sublinajes UCYN-AL (un oligotipo), que se
distribuyd principalmente en la zona euf6tica de las estaciones oceanicas del crucero MAZ
IV, y UCYN-A2 (12 oligotipos) que tuvo una amplia distribucion a lo largo del transecto en
ambos cruceros, respondiendo a diferentes condiciones hidrograficas y de nutrientes. Por
ultimo, esta investigacion demuestra por primera vez la presencia del sublinaje UCYN-A2
en una ZMO, el cual se encontro en el fondo hipdxico de la estacion costera del crucero MAZ
(\VA



SUMMARY

The availability of nitrogen (N) limits biological productivity in vast regions of the ocean
because it is found as atmospheric dinitrogen gas (N2), unavailable to most organisms.
However, a group of prokaryotes called diazotrophs are capable of fixing N2 gas into
biologically available ammonium (NH4"), providing an important source of N for microbial
communities and food webs. In recent years, a group of unicellular symbiotic cyanobacteria
called UCYN-A has become known as one of the most abundant and widely distributed N>
fixers in the global ocean. These cyanobacteria have been found in various marine
ecosystems, except for oxygen minimum zones (OMZ), which have been proposed as an
ideal environment for marine diazotrophy, but so far only heterotrophic bacteria have been
reported. This research studies the diversity and composition of this clade of N»-fixing
cyanobacteria, as well as their relationship with oceanographic variables present in a transect
off the port of Mazatlan, in the OMZ of the Eastern North Tropical Pacific (ETNP), in two
oceanographic campaigns in the same spring season. Water samples were collected at
different depths along a transect in 2018 (four sampling stations) and 2019 (five sampling
stations). The nifH gene was amplified and evaluated by high-throughput sequencing. Higher
diversity of UCYN-A nifH gene was found in 2018 (MAZ cruise 1V), particularly in the
hypoxic bottom sample from the coastal station, in contrast to 2019 (MAZ cruise V). These
differences are mainly attributed to the presence of upwelling events and ENSO phenomena,
which had great influence on the hydrographic and biochemical characteristics found in this
region and induced temporal differences in the distribution of the UCYN-A clade in both
cruises. The presence of 13 oligotypes were determined belonging to the sublineages UCY N-
Al (one oligotype), which was mainly distributed in the euphotic layer of the oceanic stations
of MAZ IV campaign, and UCYN-A2 (12 oligotypes), which showed a wide distribution
along the transect in both campaigns, responding to different hydrographic and nutrient
conditions. Finally, this research demonstrates for the first time the presence of the UCYN-
A2 sublineage in an OMZ, which was found at the hypoxic bottom of the coastal station of
the MAZ IV cruise.



1. INTRODUCCION

EI N es un elemento fundamental para todas las formas de vida, siendo parte de las estructuras
de los &cidos nucleicos y aminoacidos. Ademas, es un nutriente esencial para la productividad
marina. En el océano esta presente en diferentes formas y estados de oxidacion, entre las que
destacan el N2, una molécula muy estable que requiere sistemas enzimaticos especializados
para romperse y poder utilizarse; el nitrato (NO3z"), la forma mas oxidada; el NH4*, la forma
mas reducida; el N organico particulado, predominante en sedimentos, y el N organico
disuelto, una mezcla compleja de compuestos nitrogenados (Brandes et al., 2007; Gruber,
2008; Singh et al., 2012).

El ciclo del N marino es quizas el mas complejo y, por lo tanto, el mas fascinante entre todos
los ciclos biogeogquimicos. Ocupa un papel central en la biogeoquimica oceanica, ejerciendo
una influencia significativa en los ciclos de otros elementos, particularmente oxigeno (O>),
carbono (C) y fosforo (P). La disponibilidad de N regula la bomba bioldgica de C, uno de los
mecanismos que contribuyen a la absorcion oceanica de didxido de carbono atmosférico y
su hundimiento hacia el fondo de los océanos (Falkowski, 1997). El ciclo del N es impulsado
por una serie de transformaciones y reacciones complejas de oxidacién-reduccion mediadas
por microorganismos, que incluyen procesos clasicos como la fijacion biolégica de N2
(FBN), la asimilacion, la nitrificacion, la desnitrificacion, la reduccion desasimilatoria de
NOs a NHs" (DNRA), y nuevos procesos como la oxidacion anaerobia del NH4* (anammox)
y la oxidacién anaerobia del metano dependiente de NOs/nitrito (NO2") (N-damo) (Pajares y
Ramos, 2019). Todos estos procesos son realizados por microorganismos marinos como
parte de su metabolismo, ya sea para obtener N para sintetizar componentes estructurales o
para obtener energia para el crecimiento (Vitousek y Howarth, 1991).

Las principales fuentes de N para el océano son la FBN y la deposicion atmosférica, mientras
que los principales sumideros son la desnitrificacion y el anammox (Damashek y Francis,
2018; Pajares y Ramos, 2019). Si la pérdida de N biodisponible no fuera compensada, la
productividad del océano decreceria rapidamente. Por lo tanto, la FBN tiene un papel critico
al proporcionar la mayor entrada externa de N al océano (Gruber, 2016; Ahmed et al., 2017).
La FBN es catalizada por la nitrogenasa y llevada a cabo por un grupo diverso pero limitado

de bacterias y arqueas conocidas como diazotrofos. Por medio de técnicas moleculares
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basadas en la amplificacion del gen nifH de la enzima nitrogenasa, ahora se conoce que
ciertas cianobacterias y bacterias heterotrofas marinas fijan N2 en diversos ambientes y son
méas abundantes de lo que se pensaba (Moisander et al., 2010; Farnelid et al., 2013).
Asimismo, en los ultimos afios se ha encontrado que las cianobacterias simbidticas
unicelulares marinas, conocidas como UCYN-A, son un componente clave de la comunidad
diazotrofica global, mostrando tasas de FBN relativamente altas en la superficie oceéanica
(Cabello et al., 2016; Martinez-Pérez et al., 2016; Cornejo-Castillo, 2017). Por otro lado,
estudios recientes de las distribuciones de los microorganismos portadores del gen nifH han
demostrado la presencia de este grupo de diazdtrofos en diversos entornos marinos
(Thompson et al., 2014; Cabello et al., 2016, 2020; Turk-Kubo et al., 2017), con excepcion
de las ZMO, las cuales se han propuesto como un ambiente ideal para la diazotrofia marina,
encontrandose principalmente la presencia de diazétrofos heterotrofos (Bopp et al., 2002).

Las ZMO son regiones oceanicas con concentraciones extremadamente bajas de Oz (< 20
uM) (Smethie, 1987; Paulmier y Ruiz-Pino, 2009). Las ZMO tienen un profundo impacto en
el balance de N oceanico, representando alrededor del 30-50% de la pérdida de N marino
(Codispoti et al., 2001). En la actualidad, estas ZMO se encuentran en expansion debido al
calentamiento global y a las actividades antropogénicas, lo que contribuye a la
desoxigenacién del océano global e implica que mas volimenes oceénicos se sometan a
mayores pérdidas de N (Lam et al., 2009; Ulloa et al., 2012). El entendimiento del ciclo del
N es complejo en las ZMO debido a las multiples transformaciones microbianas que ocurren
y a la complejidad del propio habitat (Lam y Kuypers, 2011). Hasta la fecha poco se sabe
sobre los diaz6trofos UCYN-A en las ZMO, en particular, la que se localiza en el ETNP, la

cual representa una de las ZMO mas extensas e intensas del océano global.



2. ANTECEDENTES

2.1 Fijacion biologica de N2

La FBN es el proceso por el cual bacterias y arqueas de diversas fisiologias (incluidos
anaerobios, aerobios facultativos, aerobios y fotétrofos), conocidas como diazétrofas,
reducen el gas N2 en dos moléculas de amoniaco (Sohm et al., 2011b) de acuerdo a la
siguiente reaccion:
N2 + 8H+ + 16 ATP + 8e— — 2NH3 + Ho + 16 ADP + 16 P;

Esta reaccion es catalizada por el complejo enzimatico nitrogenasa (Figura 1), que es
extremadamente sensible al O,. La enzima nitrogenasa esta compuesta por dos
metaloproteinas de multiples subunidades. ElI componente | estd compuesto por la
dinitrogenasa (que contiene hierro —Fe— y molibdeno —Mo-), codificada por los genes nifD
y nifK, y el componente Il esta compuesto por la dinitrogenasa reductasa (que contiene Fe),
codificada por el gen nifH (Zehr y McReynolds, 1989). También se conocen varias
nitrogenasas alternativas que contienen una tercera subunidad que reemplaza el Mo con
vanadio (V) o solamente contiene Fe en el componente I, y esté codificada por los genes vnfH

y anfH, respectivamente (Fallik et al., 1991).

Figura 1. Proteina nitrogenasa MoFe de Azotobacter vinelandii. Tomada de NCBI MMDB (Einsle
et al., 2002).



En las ultimas décadas, el espectro de organismos reconocidos que contribuyen a la FBN en
el océano se ha ampliado considerablemente gracias a los métodos moleculares, en particular,
a la amplificacion del gen nifH, un gen marcador altamente conservado usado comunmente
para estudios de abundancia y diversidad de diazotrofos (Zehr et al., 2003).

Las secuencias del gen nifH amplificadas por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
cambiaron el conocimiento de la diversidad de los diazétrofos y, al mismo tiempo,
proporcionaron un medio practico para clasificar e identificar microorganismos diazo6trofos
no cultivados, para los cuales se ha disefiado una gran cantidad de primers (Tabla 1). Zehry
McReynolds (1989) fueron los primeros en disefiar un par de primers degenerados para
abarcar la variabilidad de secuencias del gen nifH. Afios mas tarde, Zani et al. (2000)
disefiaron un segundo par de primers degenerados. Hasta la fecha, estos pares de primers se
han convertido en los mas usados, empleados en una PCR anidada para una variedad de
estudios enfocados en el gen nifH. Sin embargo, no se han dejado de realizar numerosos
esfuerzos para disefiar nuevos conjuntos de primers nifH universales y especificos de los
diferentes grupos de genes de la nitrogenasa (Gaby y Buckley, 2012). De la misma manera,
se han llevado a cabo otros métodos, como analisis metagendémicos y técnicas de
visualizacion microscopicas (ej. hibridacion in situ de fluorescencia de deposicion de
reportero doble catalizado (CARD-FISH)), que han permitido revelar diversos filotipos de
nifH no amplificados con primers (Cornejo-Castillo, 2017; Tang et al., 2020).

Los analisis filogenéticos de las secuencias de genes nifH han revelado cinco grupos
primarios de genes homdlogos a nifH. EI grupo | consiste en el nifH convencional que
contiene Fe-Mo y vnfH, y esta presente en fijadores aerobicos de N2, como Proteobacterias,
Cianobacterias (Trichodesmium, UCYN-A, Crocosphaera -UCYN-B- y Cyanothece -
UCYN-C-) y Firmicutes (Frankia y Paenibacillus). En su mayoria contiene secuencias
obtenidas por clonacion y secuenciacion de diferentes estudios marinos. De hecho, este grupo
contiene a la mayor parte de la diversidad de diazotrofos marinos conocidos hasta la fecha.
El grupo Il esta formado por la agrupacion de nitrogenasas alternativas con los cofactores de
Fe-Fe y Fe-V, y esta presente en algunas arqueas. ElI grupo Il consiste en fijadores
anaerobicos de N2 que incluyen bacterias y arqueas como Desulfovibrionaceae, Clostridia,

Spirochataes y Methanobacteria. Los grupos IV y V contienen secuencias que son paralogos



de nifH y que no estan involucradas en la FBN (Gaby y Buckley, 2012; Thompson y Zehr,
2013).



Tabla 1. Primers disefiados para la amplificacion del gen nifH en muestras provenientes de la columna de agua utilizados en diversos
estudios oceanograficos.

Primers

nifH3 (ATR TTR TTN GCN GCR TA) / nifH4 (TTY TAY GGN AAR GGN GG);
nifH1 (TGY GAY CCN AAR GCN GA) / nifH2 (ADN GCC ATC ATY TCN CC)

Sitio de estudio Grupos Métodode | Referencias
estudio

Cianobacterias unicelulares y (Zehry

Mar Caribe occidental filamentosas, Alfa y Gamma Libreria de clonas McReynolds,

Proteobacterias 1989)

. A Cianobacterias unicelulares y N (Langlois et al.,

Océano Atlantico Norte filamentosas, Bacterias heterétrofas Libreria de clonas 2005)

. A Cianobacterias unicelulares (UCYN- N (Foster et al.,

Océano Atlantico Norte A, -By -C) y filamentosas Libreria de clonas 2007)

Cianobacterias unicelulares y (Fernandez et

ETSP, ZMO filamentosas, Alfa, Beta y Gamma Libreria de clonas al., 2011)

Proteobacterias

Océano Atlantico Norte

Cianobacterias unicelulares (UCYN-
Ay -B) y filamentosas, Gamma
Proteobacterias

Libreria de clonas
Y gPCR

(Turk-Kubo et
al., 2011)

Mar Arébigo, ZMO

Cianobacterias unicelulares y
filamentosas, Alfa, Beta y Gamma
Proteobacterias

Libreria de clonas

(Jayakumar et
al., 2012)

Golfo de Spencer,

Cianobacterias unicelulares (UCYN-
Al, -A2y -A3), Alfay Gamma

Pirosecuenciacion

(Messer et al.,

Australia del Sur . 2015)
Proteobacterias
Mar del Norte y el Gran Cianobacterias unicelulares (UCYN- o (Bentzon-Tilia
. ; . Secuenciacion
Cinturdn A) y filamentosas, Gamma . etal., 2015)
. IHluminay gPCR
Proteobacterias
UCYN-A, Alfa, Beta y Gamma Secuenciacion (Gradoville et
NPSG, ESPy PNW Proteobacterias Illuminay gPCR al,, 2017)
Océano Pacifico y Mar de Cianobacterias un|(.:elulares (UCYN- Secuenciacién (Shiozaki et al.,
Berin AL -A2y -A3;, UCYN-C) y Illumina y gPCR 2017)
9 filamentosas, Gamma Proteobacterias Y9
Noroeste de Espafia Cianobacterias unicelulares (UCYN- Secuenciacion (Moreira-
) i€ =spana, Al, -A2y-A4) y Gamma . Coello et al.,
Océano Atlantico Norte . IHlumina
Proteobacterias 2019)




Cianobacterias unicelulares (UCYN-

Océano Pacifico Norte | AL -A2, -A3y -Ad), Alfa, Beta, | Sccuenciacion ) (Cabelloetal,
; Illumina 2020)

Gamma y Delta Proteobacterias
) i Cianobacterias unicelulares (UCYN- Secuenciacion (Tang et al.,
Océano Atlantico Norte Aly -A2)y filamentosas. Illumina 2020)

Océano Pacifico Norte

Cianobacterias unicelulares (UCYN-
Al, -A2, -A3y -A4) y filamentosas,

Secuenciacion

(Turk-Kubo et

(SCCs) Alfa, Beta, Gamma y Delta IHlumina al., 2021)
Proteobacterias, Grupo Il
Cianobacterias unicelulares (UCYN- Secuenciacion (Ridame et al
Mar Mediterraneo Al, -A2, -A3y -A4), Gammay Delta . N
X IHlumina 2022)
Proteobacterias
Lago meso-oligotréfico CIETEREE e e MAEIEES 3 (Zani et al
nifH3 (ATR TTR TTN GCN GCR TA) / nifH4 Nueva York, USA filamentosas, Alfa, Be_ta y Gamma Libreria de clonas 2000)
) Proteobacterias
(Ui it ECI AR e EE)E Cianobacterias, Proteobacterias Libreria de clonas | (Hewson et al
nifH1 (TGY GAY CCN AAR GCN GA) / Mar del Coral, Australia A y SR 2007)
nifH2-Zani (AND GCC ATC ATY TCN CC) . _arg. Y9
. - o Cianobacterias unicelulares (UCYN- Lo
Giro oceanico, Pacifico A X Libreria de clonas (Halm et al.,
Sur ), Gamma Proteobacterias, _Grl_Jpo y QPCR 2012)
111 (Desulfobacter, Desulfovibrio)
Mar Roi Bacterias heterétrofas y PCR (Pogoreutz et
F1 (TAYGGIAARGGIGGIATYGGIAARTC); ar Rojo Cianobacterias q al., 2017)
F2 (TGYGAYCCIAAIGCIGA) / £l Gran Cinturén v el
R6 (TCIGGIGARATGATGGC); R6-2018 fiordo de Roskilge Cianobacterias v Proteobacterias Secuenciacion (Angel et al.,
(GCC ATC ATY TCI CCI GA) . ' y IHlumina 2018)
Dinamarca
F (GGHAARGG HGGHATHGGNAARTC) /R Océano Pacifico Norte Alfa, Beta y Gamma Proteobacterias, Libreria de clonas (Mehta et al.,
(GGCATNGCRAANCCVCCRCA NAC) Arqueas 2003)
UMBforw
(CACAATAATGGAGATGGCTGCAC) / Mar Aréabigo, ZMO Proteobacterias Libreria de clonas (Bird et al.,
UMBrev 2005)

(CAAATCCGCCACAAACCACATCA)




nif32-F
(TGAGACAGATAGCTATYTAYGGHAA) /
nif623-R (GATGTTCGC
GCGGCACGAADTRNATSA); nifH1 (TGY
GAY CCN AAR GCN GA) / nifH2 (AND GCC
ATC ATY TCN CC)

Océano Pacifico Norte

Cianobacterias unicelulares (UCYN-
Ay -B) y filamentosas, Gamma
Proteobacterias

Libreria de clonas
Y gPCR

(Steward et al.,
2004; Church,
2005a; Church

et al., 2005b)

CNF (CGT AGG TTG CGA CCC TAA GGC
TGA) / CNR (GCA TAC ATC GCC ATC ATT
TCA CC)

Mar Arabigo, ZMO

Cianobacterias unicelulares

Libreria de clonas

(Mazard et al.,
2004)

Grupo A F-
(AGCTATAACAACGTTTTATGCGTTGA) /
R- (ACCACGACCAGCACATCCA)

Grupo B F-(TGGTCCTGAGCCTGGAGTTG) /
R-(TCTTCTAGGAAGTTGATGGAGGTGT)

Grupo C F-
(ATACCAAGGAATCAAGTGTGTTGAGT) /
R-(ACCACGACCAGCACATCCA)

Trichodesmium F-
(GACGAAGTATTGAAGCCAGGTTTC) / R-
(CGGCCAGCGCAACCTA)

y-Proteobacteria F-
(TTGGCTTTGGCGACATCAA) / R-
(ACGACCAGCACAGCCAACTC)

Océano Pacifico Norte;
Océano Atlantico Norte y
Sur

Cianobacterias unicelulares (UCYN-
A, -By -C) y filamentosas, Gamma
Proteobacterias

gPCR

(Church et al.,
2005a, 2005b;
Sohm et al.,
2011a; Luo et
al., 2012;
Cabello et al.,
2020; Tang et
al., 2020)

Grupo A F-
(TAGCTGCAGAAAGAGGAACTGTAGAAG
)/ R (TCAGGACCACCGGACTCAAC);
Grupo B F-(TGCTGAAATGGGTTCTGT
TGAA)/ R (TCAGGACCACCAGATTCTAC
ACACT); Grupo C F-
(TCTACCCGTTTGATGCTACAC ACTAA)/
R (GGTATCCTTCAAGTAGTACTT
CGTCTAGCT); Filamentosas-F
(TGGCCGTGGTATTATTACTG CTATC)/ R
(GCAAATCCACCGCAAACAAQ)

Giro del Océano Pacifico
Sur y Océano Atlantico
Norte

Cianobacterias unicelulares (UCYN-
A, -By -C) y filamentosas, Gamma
Proteobacterias, Grupo 111

Libreria de clonas
y qPCR

(Langlois et al.,
2008; Halm et
al., 2012)




F (ATG TCG GYT GYG AYC CSA ARG C) /

nifH R
(TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT)

Proteobacterias, Grupo 111

Illumina

R (ATG GTG TTG GCG GCR TAV AKS GCC Isla de Havye_u, Océano Delta y Alfa Proteobacterias, Grupo Libreria de clonas (Olson et al.,
Pacifico 1l 2009)
ATC AT)
nifH3 (ATR TTR TTN GCN GCR TA) / nifH4 (T“”;'IKUZ%OSF
(TTY TAY GGN AAR GGN GG); Océano Pacifico y Secuenciacion Henké ot al '
univ_UCYN-A_F (AGT TTG CAY TGT AAA Atlantico (Norte y Sur), y UCYN-A Hlumina 2018- Corne'd:
GCA CA), univ UCYN-A R (TCC TTC ACG Mar del Coral Cas'éillo ot ;I
GAT AGG CAT AG) 2019)
Lyl Cianobacterias unicelulares (UCYN-
(AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAQC); PNW A), Alfa, Gamma y Delta Secuenciacion (Li et al., 2018)

Abreviaturas: ETSP: Pacifico Sur Tropical Oriental, NPSG: Giro Subtropical del Pacifico Norte, ESP: Pacifico Sur Oriental, PNW: Noroeste del
Pacifico, SCCS: sistema de corrientes del Sur de California y gPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa.




2.2 Fijacion biologica de Nz en sistemas marinos

Las entradas externas de N a los océanos llegan desde los rios, descargas de aguas
subterraneas, desechos directos, la deposicion atmosféricay la FBN.

La FBN es el Gnico proceso natural que incorpora N a los sistemas marinos, mientras que
otros procesos como la desnitrificacion y el anammox representan la pérdida de N fijado en
el océano (Pajares y Ramos, 2019). El balance entre estos procesos determina el tamafio del
inventario oceanico de N biodisponible y, en consecuencia, la productividad marina
(Mulholland y Capone, 2009). Las tasas de FBN son altas en aguas calidas tropicales
oligotroficas y donde hay suficiente disponibilidad de P y Fe en la columna de agua, debido
a que la FBN en los océanos esta controlada, en parte, por la disponibilidad de estos
elementos (Howarth et al., 1988; Zehr et al., 2008). Por otro lado, se sabe que la FBN se ve
afectada por la presencia de especies de N disuelto en la columna de agua. Sin embargo, se
sugiere que esto solo ocurre en concentraciones relativamente altas de N disuelto (Jickells et
al., 2017).

La mayoria de las investigaciones sobre la medicion de tasas de FBN en el océano se han
centrado en la cianobacteria filamentosa Trichodesmium spp. Esta cianobacteria tiene una
distribucion cosmopolita en los océanos oligotroficos del mundo, pero es mas comin en
aguas de 20 °C y mas calidas (Capone y Carpenter, 1982; Capone et al., 1997). Los
investigadores han optado por proporcionar una estimacion de la FBN oceénica extrapolando
los datos acumulados de tasas determinadas directamente de la FBN efectuada por
Trichodesmium spp. en aguas superficiales oligotroficas (Galloway, 2004). Entre los
métodos que se han usado ampliamente para medir las tasas de FBN se incluyen la reduccion
de acetileno, que mide la actividad de la nitrogenasa, y el método del is6topo °N2, que mide
la incorporacion neta de N2 en la biomasa (Gandhi et al., 2011).

La tasa anual de FBN por Trichodesmium en el océano global fue inicialmente estimada en
5 Tg N por Capone y Carpenter (1982); mas tarde Capone et al. (1997) actualizaron el dato
a una tasa anual de 60 a 80 Tg N (Capone y Carpenter, 1982; Capone et al., 1997). Dicha
tasa de FBN por Trichodesmium constituye una fraccion sustancial de la actual tasa anual de
FBN en el océano global, estimada en un intervalo de 100 a 200 Tg N, en la que ahora se

sabe que participan otros grupos de microorganismos, de los cuales aln se tiene un
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conocimiento limitado con respecto a su identidad y ecologia a pesar de la cantidad de
estudios realizados hasta la fecha (Karl et al., 2002; Gro3kopf et al., 2012; Jickells et al.,
2017). En particular, se ha demostrado que las cianobacterias del clado UCYN-A, son lo
suficientemente abundantes como para contribuir de manera significativa a la FBN en aguas
superficiales del océano (Martinez-Pérez et al., 2016). Moisander et al. (2010) reportaron
tasas de FBN asociadas con muestras ambientales dominadas por los grupos UCYN-A y
UCYN-B de 4.5 nmol N L' h™! y 0.026 nmol L' h™!, respectivamente, en el oligotréfico
Océano Pacifico Sur Occidental (Moisander et al., 2010). De la misma manera, Martinez-
Pérez et al. (2016) reportaron tasas de FBN de 1 a 2 nmol N L™ d! por UCYN-A en el
Océano Atléantico Norte. Por otro lado, estudios recientes han dado a conocer que las regiones
ocedanicas que tradicionalmente se consideraban desfavorables para la FBN también podrian
ser fuentes importantes de N fijado (Fernandez et al., 2011). Se ha demostrado que regiones
de surgencia costeras repletas de nutrientes en los océanos tropicales y subtropicales tienen
un potencial de FBN significativo (Hamersley et al., 2011; Sohm et al., 2011b). Factores
externos como la entrada de polvo, proporcionan micronutrientes (como el Fe), lo que
promueve la FBN incluso en zonas adyacentes a las regiones costeras, donde se estima que
la tasa de FBN es de 7.51 nmol N L' d! (Wen et al., 2017). Por otra parte, estimaciones en
los giros del Atlantico Sur, donde la deposicién de polvo de Fe es baja, muestran una tasa
baja de FBN en aguas superficiales (<1.5 nmol N L™! d™!), mientras que en la surgencia de
Namibia, ubicada al este del giro del Atlantico Sur, se han observado tasas mas altas (hasta
~8 nmol N L™ d%) (Sohm et al., 2011b).

Tabla 2. Estimaciones de las tasas anuales de FBN en diferentes sistemas marinos.

Sitio Taslziséal\rlu({?lge)s 28 Referencia
100-200 (Karl et al., 2002)
87-156 (Galloway, 2004)
137 (Deutsch et al., 2007)
Oceano Global 106-120 (Gruber, 2008)
177 (GroRkopf et al., 2012)
250 (Jickells et al., 2017)
Océano Pacifico y Atlantico 137 (Luoetal., 2012)
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40-200 (Carpenter y Romans, 1991)

Atlantico Norte

89.6 (Benavides y Voss, 2015)

Océano Pacifico Norte 56
(Luoetal., 2012)

Océano Pacifico Sur 46
Mar Arabigo (ZMO) 154 (Gandhi et al., 2011)

En el Mar Arébigo, una de las principales ZMO, se tienen estimaciones anuales de 15.4 Tg
N y! (Tabla 2); sin embargo, se necesitan mediciones mas frecuentes para una mejor
cuantificacion del balance de N marino, debido a que la variabilidad temporal restringe
estimaciones mas precisas (Gandhi et al., 2011). También se han reportado tasas diarias de
FBN de 0.46 nmol N L d en aguas superficiales de la ZMO del ETSP frente a Per( y Chile;
mientras que las tasas obtenidas en el nucleo de la ZMO (a profundidades de 80-400 m)
fueron de 3.5 nmol N L™ d™! (Tabla 3) (Fernandez et al., 2011).

Se sabe que las ZMO contribuyen con una fraccién significativa de las pérdidas de N marino
global. No obstante, se ha sugerido que la actividad diazotréfica superficial se ve favorecida
cerca de areas con altas tasas de desnitrificacion en la columna de agua (Wen et al., 2017).
De la misma manera, se ha observado que la deficiencia de Oz en la columna de agua puede
ser responsable de los relativamente altos niveles de FBN observados, aunque aun falta
evidencia directa de estos procesos (Wen et al., 2017). Al respecto, Bonnet et al. (2013)
dieron a conocer nueva informacion con base en una hipotesis que explica la persistencia de
la FBN en entornos con altos niveles de N. Primero, los procesos de pérdida de N crean un
déficit de N en relacion con el P que favorece la FBN. En segundo lugar, la FBN es un
proceso anaerdbico, por lo que es posible que las bajas concentraciones de Oz en la ZMO
contribuyan a la proteccion de la nitrogenasa, disminuyan el costo de energia para mantener
la anaerobiosis intracelular y, por lo tanto, faciliten la FBN. Finalmente, las condiciones
redox en la ZMO favorecen la reduccion de Fe (I1), lo que podria ayudar a soportar los altos
requisitos de Fe de la nitrogenasa. Por estas razones, las ZMO pueden representar nichos

ecologicos favorables para la FBN.
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Tabla 3. Estimaciones de tasas diarias de FBN en diferentes sistemas marinos.

Sitio Tasas diarias de FBN Referencia
(nmolNL'd™h
Aguas superficiales 0.46
ZMO ' (Fernandez et al., 2011)
Nucleo ZMO 3.5
ETSP ZMO 0.6 (Bonnet et al., 2013)
ZMO 0.4 (Loescher et al., 2014)
Giro del Pacifico Sur 0.88 (Halm et al., 2012)
Zona costera 5.1 (Gradoville et al., 2017a)
Pacifico Sur oeste 0.9 (Benavides et al., 2015)
Giro del Pacifico
ETNP Norte 3.9 (Gradoville et al., 2017)
PNW Sistema de surgencia 0.69
Surgencia de Namibia 2-8 (Sohm et al., 2011a)
49.8 (Mulholland et al., 2012)
Atléntico Norte
43 (Tang et al., 2020)
Mar Béltico ZMO 0.44 (Farnelid et al., 2013)
Mar_dz_a China Zona costera 751 (Wen et al., 2017)
Meridional
Mar Mediterraneo Oriental 4.5 (Zeev et al., 2008)

Abreviaturas: ETSP: Pacifico Sur Tropical Oriental, ETNP: Pacifico Nortropical Oriental, PNW:
Noroeste del Pacifico.

2.3 Diversidad y distribucion de fijadores de N2 en sistemas marinos

Diversos estudios han atribuido la actividad diazotrofica a las cianobacterias limitadas a la
capa superficial iluminada por el sol y oligotrofica de los océanos tropicales y subtropicales
(ej., Capone y Carpenter, 1982; Zehr, 2011). Sin embargo, los primeros microorganismos
marinos que demostraron la capacidad para fijar N2> fueron bacterias heterotrofas
(Clostridium y Azotobacter) cultivadas en medios libres de N (Waksman et al., 1933) y en la
ultima década se ha descubierto una alta diversidad y una amplia distribucién de diazotrofos
no cianobacterianos, agrupados en una amplia gama de grupos bacterianos (Zehr et al., 2003).
La mayoria de estos microorganismos no han sido cultivados, con excepcion de Vibrio
diazotrophicus, que se ha detectado en algunas muestras de plancton.

En general, los diazétrofos heterotréficos no cultivados se han encontrado en aguas mas frias

y/o ricas en nutrientes como el Océano Artico (Blais et al., 2012) y el sistema de surgencia
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costera del Pacifico Noroeste (Gradoville et al., 2017), en aguas aféticas ricas en N (Bonnet
et al., 2013), en ZMO como en el ETSP (Fernandez et al., 2011; Sohm et al., 2011a), pero
también en los giros ultraoligotroficos en el Pacifico Sur (Halm et al., 2012). Asimismo, se
han reportado genes nifH en proteobacterias pertenecientes a Azotobacter, Vibrio,
Chromatium purpuratum y Alcaligenes faecalis en los océanos tropicales oligotréficos del
Atlantico y Pacifico, en los mares Sargazos y el Caribe (Zehr et al., 1998). En el Pacifico Sur
Oriental, se ha sugerido que comunidades de bacterias heterétrofas dominan en la zona de
afluencia rica en N del ETSP debido a que la presencia de N inorganico puede suprimir la
FBN por algunos diazotrofos cianobacterianos. No obstante, a pesar de tener una amplia
distribucion en las principales regiones oceéanicas (Bombar et al., 2016), y de que varios
autores sugieren que estas bacterias son ecolégicamente significativas (Farnelid et al., 2001;
Bombar et al., 2013; Turk-Kubo et al., 2014), aun no hay suficientes estudios que demuestren
la magnitud de la contribucidon de estos diaz6trofos no cianobacterianos al presupuesto global
de la FBN.

Por su parte y a diferencia de los diazétrofos heterotréficos, los diferentes diazotrofos
cianobacterianos que habitan en el océano abierto tienen diferentes limitaciones fisioldgicas
y ecoldgicas que han dado como resultado distribuciones geograficas muy variables, con
grandes implicaciones para el presupuesto del ciclo del N marino (Zehr, 2011). Las
cianobacterias fijadoras de N2 en el océano abierto conocidas hasta la fecha se clasifican en
cuatro grupos diferentes, de acuerdo con sus caracteristicas morfoldgicas y estilos de vida:
El primero corresponde a Trichodesmium, un diazétrofo filamentoso de vida libre que no
forma heterocistos (células especializadas para la FBN), del cual se descubri6 su actividad
diazotrofica en 1961 (Dugdale et al., 1961). La contribucion sustancial de Trichodesmium a
las tasas de FBN al ecosistema marino global es ahora indiscutible y de suma importancia
ecologica (Capone y Carpenter, 1982; Capone et al., 1990; Bergman et al., 2013). De hecho,
Trichodesmium es uno de los diazétrofos méas abundantes en el océano y se considera el
organismo modelo para la FBN (Martinez-Pérez et al., 2016). Este genero se ha observado
principalmente en las regiones tropicales y subtropicales del océano (Capone et al., 1997;
Bonnet et al., 2009; Monteiro et al., 2010; Azimuddin et al., 2016).

En el segundo grupo, se encuentran asociaciones de diazotrofos con diatomeas (ADD), las
cuales parecen ser importantes fijadores de N2 en el Océano Pacifico Tropical y Subtropical

14


https://es.wikipedia.org/wiki/Chromatium

del Norte, el Océano Atlantico ecuatorial del Norte, en el Mar Mediterraneo y el Mar de
China (Monteiro et al., 2010). Las ADD se han identificado principalmente entre Richelia
intracellularis y Calothrix rhizosoleniae, cianobacterias heterocisticas filamentosas muy
extendidas en ambientes pelagicos marinos, y las diatomeas Hemiaulus hauckii, Rhizosolenia
clevei, Bacteriastrum hyalinum y Chaetoceros spp. (Foster y Zehr, 2006). Se conoce que los
simbiontes de Richelia se asocian a las superficies de estas diatomeas, entre la pared celular
(frustula) y la membrana celular (plasmalema) (Jahson et al., 1995), mientras que los
simbiontes de Calothrix son extracelulares en la diatomea Chaetoceros (Norris, 1961). Se
supone que la relacién entre la diatomea y la cianobacteria es simbidtica, de manera que las
cianobacterias suministran N y/o C al compafiero eucariota y a cambio estas diatomeas
asociadas influyen positivamente en el crecimiento y metabolismo de sus simbiontes
cianobacterianos (Foster y Zehr, 2006; Foster et al., 2011).

El tercer grupo pertenece a dos clados de cianobacterias unicelulares de vida libre (aunque
también pueden interactuar indirectamente con otros microorganismos) conocidos como
UCYN-B y UCYN-C (Cornejo-Castillo, 2017). UCYN-B fue encontrado por primera vez en
aguas oligotroficas del Pacifico Sur Tropical y se descubrid por microscopia gracias a que
contiene el pigmento fotosintético ficoeritrina (Neveux et al., 1999). Se ha demostrado que
esta presente en los océanos Atlantico (Langlois et al., 2005), Pacifico (Church et al., 2009)
y en el Mar Ardbigo (Mazard et al., 2004). La secuencia de este grupo parece ser idéntica a
una cepa cultivada de Crocosphaera watsonii, vive libremente, colonialmente y también se
ha encontrado en simbiosis con la diatomea Climacodium frauenfeldianum (Church et al.,
2005a; Stal, 2009). Por otra parte, la presencia de UCYN-C se report6 por primera vez en el
Océano Atlantico Norte (Foster et al.,, 2007; Langlois et al., 2008). Su secuencia de
nucleotidos nifH indica 90% de similitud con Cyanothece spp., aunque la fisiologia de este
grupo aun se desconoce (Stenegren et al., 2018) y en general son mucho menos abundantes
que UCYN-A y UCYN-B (Foster et al., 2007; Langlois et al., 2008).

Finalmente, en 2001 se encontro evidencia de que la FBN por las cianobacterias simbidticas
unicelulares UCY N-A podria ser igual o incluso superior a la de Trichodesmium en el Océano
Pacifico Subtropical del Norte (Zehr et al., 2001). Otros autores también indicaron que estas
cianobacterias podrian estar aumentando significativamente la estimacion del aporte global
de N a los océanos (Cabello et al., 2016; Farnelid et al., 2016). En 1998, en la estacion
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ALOHA en el Océano Pacifico Norte se descubrid a este grupo de cianobacterias basdndose
en una secuencia corta del gen nifH (Zehr et al., 1998). Desde entonces, se ha empleado una
amplia variedad de técnicas basadas en PCR (Church, 2005a; Turk-Kubo et al., 2017,
Moreira-Coello et al., 2019; Cabello y Zehr, 2020), FISH (Biegala y Raimbault, 2008;
Thompson et al., 2012), secuenciacion del genoma acoplada a citometria de flujo (Zehr et
al., 2008), espectrometria de masas de iones secundarios a nanoescala (nanoSIMS)
(Thompson et al., 2012; Krupke et al., 2015), metagenomica y metatranscriptomica (Cabello
et al., 2016) para obtener informacion sobre la distribucion y ecologia de UCYN-A (Tabla
4).

Las poblaciones de UCYN-A se han dado a conocer en los ultimos afios como uno de los
fijadores de N2> més abundantes y mas ampliamente distribuidos, encontrandose en aguas
frias (Cabello y Zehr, 2020) y aguas enriquecidas en N (Turk-Kubo et al., 2018), incluidos
los mares polares (Shiozaki et al., 2017; Friesen y Riemann, 2020), aguas costeras
(Mulholland et al., 2012; Bentzon-tilia et al., 2015) y regiones de surgencia (Moreira-Coello
et al., 2019). Se conoce que este grupo carece del fotosistema 11y de la enzima RuBisCO, es
decir, del ciclo completo del acido tricarboxilico, asi como de una variedad de otras vias
metabdlicas (Zehr et al., 2008, 2016), por lo tanto, se presenta como simbionte de otros
organismos. Estas cianobacterias unicelulares recibieron el nombre de Candidatus
Atelocyanobacterium thalassa, que significa cianobacteria marina incompleta (Zehr et al.,
2016) y estan relacionadas con un alga unicelular marina (haptéfito) no cultivado (Thompson
et al., 2012). UCYN-A fija N2 que intercambia con el hapt6fito asociado y, a cambio, este
compafiero fotosintético le transfiere C a la cianobacteria (Zehr et al., 2016).

Con base en la diversidad genética de nifH, se han detectado cuatro sublinajes distintos de
UCYN-A, llamados UCYN-AL, -A2, -A3y -A4 (Thompson et al., 2014). Thompson et al.
(2014) reportaron que las secuencias de ADN y aminoacidos entre estos tipos de UCYN-A
son sorprendentemente divergentes, ademas sus genomas tienen una serie de genes Unicos
para cada grupo, lo que podria contribuir a diferencias fisiologicas ecologicamente
relevantes. Se ha encontrado que UCYN-A1 y UCYN-A3 se distribuyen tipicamente en
aguas oligotroficas, mientras que UCYN-A2 y UCYN-A4 estan asociadas a zonas costeras
(Turk-Kubo et al., 2017). Sin embargo, tambien se ha encontrado que UCYN-A1y UCYN-
A2 co-ocurren en aguas costeras en el Pacifico Norte (Thompson et al., 2014; Cornejo-

16



Castillo et al., 2019), y en el oeste del Pacifico Sur Tropical (Turk-Kubo et al., 2015; Henke
et al., 2018; Stenegren et al., 2018). Todavia no esta claro si la co-ocurrencia de UCYN-A1
en aguas de influencia costera es el resultado de la entrada de aguas oligotréficas o la
adaptacion al habitat (Cabello et al., 2020).

Por otro lado, también se ha observado que los distintos sublinajes son diferentes en el
tamafio y en el numero de células asociadas por huésped. UCYN-A2 es de mayor tamafio
(~2-3 um) y tiene un huésped identificado como Braarudosphaera bigelowii (4-10 um),
UCYN-AL es de menor tamafio (~1 um) y tiene un huésped (~2 um) adn no identificado
pero que parece ser pariente cercano de B. bigelowii (Martinez-Pérez et al., 2016), mientras
gue ningun huésped ha sido propuesto para UCYN-A3. Hasta la fecha, esta claro que hay
distintos pares de huéspedes y grupos UCYN-A, aungue puede haber una diversidad ain mas

amplia y una especificidad desconocida de las asociaciones (Zehr et al., 2016).
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Tabla 4. Estudios oceanogréficos representativos de UCYN-A (ordenados cronoldgicamente).

Lugar de estudio Método Descubrimiento Referencia
Océano Pacifico Norte PCRY Secuenc!acmn por Primera secuencia nifH UCYN-A (Zehr et al., 1998)
Sanger nifH
Océano Pacifico Norte RT-PCR nifH Cianobacterias unicelulares en el océano abierto expresan nitrogenasa (Zehr et al., 2001)

subtropical

Giro subtropical del
Pacifico Norte

Isotopia >N,

Reporte de altas tasas de FBN fue por UCYN-Ay B

(Montoya et al., 2004;
Grabowski et al., 2008)

Mar Arabigo

PCR nifH

Amplificacion del gen 16S ARNTr con primers genéricos de UCYN

(Mazard et al., 2004)

Océano Pacifico Norte

RT-PCR nifH

UCYN-A mostré niveles altos de transcripciones nifH durante el dia cuando
estaba generando O;

(Church et al., 2005a,
2005b)

Océano Pacifico
Suroeste

Uso de primers UCYN
para sondas FISH

Primeras imagenes microscépicas de UCYN-A

(Biegala y Raimbault,
2008)

Océano Pacifico Norte

Metagendmica y
citometria de flujo

UCYN-A carece de genes para el fotosistema 11

(Zehr et al., 2008)

Océano Pacifico Norte

Pirosecuenciacion

UCYN-A carece de RuBisCO (fijacién de C), ciclo del acido tricarboxilico y
una serie de vias involucradas en la sintesis de aminoacidos y purinas

(Tripp et al., 2010)

Océano Pacifico Sur

PCRy gPCR nifH

UCYN-A tiene una distribucion latitudinal mas amplia que Trichodesmium; la
temperatura es el principal impulsor de su distribucion

(Moisander et al.,
2010)

Océano Pacifico Norte

FISH del gen 16S ARNr
especifico de UCYN-A

Visualizacion de simbiosis UCYN-A con un alga unicelular primnesiofita
estrechamente relacionada con B. bigelowii.
UCYN-A recibid el nombre provisional de Ca. Atelocyanobacterium thalassa

(Thompson et al.,
2012)

Océano Pacifico Norte
y Océano Atlantico

Experimentos de
isdtopos estables y
nanoSIMS

Establecimiento de la base mutualista de la simbiosis. UCYN-A fija N2 e
intercambia N con la pareja primnesiofita, a cambio, el C fijado a través de la
fotosintesis del alga es transferido a UCYN-A

(Thompson et al., 2012;
Krupke et al., 2015)

Mar de Japén

Microscopia electronica
de transmisién (TEM),
PCR del 16S ARNr

Confirmacion de que UCYN-A esta asociado con B. bigelowii en aguas
costeras

(Hagino et al., 2013)

Océano Pacifico Norte

Fluorescencia, qPCR y
secuenciacion Illumina
de nifH

Deteccion de un segundo linaje de UCYN-A, llamado UCYN-A2

(Bombar et al., 2014)

18




Océano Atlantico y
Pacifico

Secuenciacion del gen
ARNTr 18S. Anélisis
filogenético nifH

B. bigelowii identificado como el anfitrion de UCYN-A2.
UCYN-A esté representado por tres clados distintos: UCYN-AL, UCYN-A2 y
UCYN-A3

(Thompson et al.,
2014)

Océano Pacifico

PCRy FISH

Los sublinajes UCYN-AL y UCYN-AZ2 son claramente diferentes en tamafio

(Thompson et al., 2014;
Cabello et al., 2016)

Océano global
(Pacifico, Atlantico e
Indico)

Metagendmica y
metatranscriptémica

UCYN-Ay sus huéspedes siempre estan en simbiosis

(Cabello et al., 2016)

Océano Pacifico

PCRYy FISH

UCYN-AL tiene una o dos células separadas por huésped. UCYN-A2 puede
albergar hasta 10 células por célula compafiera de primnesiofito

(Cornejo-Castillo et al.,
2016)

Giro subtropical del
Pacifico Norte

PCR y secuenciacion
Ilumina

Se reveld por primera vez la amplia distribucion de UCYN-A3 en aguas
oligotrdficas.
UCYN-ALy UCYN-AS3 se distribuyen tipicamente en aguas oligotroficas,
UCYN-A2 y UCYN-A4 en zonas costeras

(Turk-Kubo et al.,
2017)

Océano Pacifico Norte

gPCR y CARD-FISH del
16S ARNr especifico de

UCYN-A2 como sublinaje dominante. Se detectaron las abundancias mas
altas jamas reportadas (~ 3 x 10° copias nifH - L ™)

(Cabello et al., 2020)

UCYN-A
Giro Subtropical del CARD-FISH Yy La FBN por UCYN-A esta fuertemente ligada a la luz, tanto a través del ciclo (Gradoville et al.,
Pacifico Norte nanoSIMS de luz diurna como a través del gradiente vertical de luz con la profundidad 2021)

Océano Pacifico Norte
(SCCS)

PCR y secuenciacion
Ilumina

La FBN por UCYN-AL fue més importante en el océano abierto, mientras que
para UCYN-AZ2 fue en aguas costeras. Cuando estos sublinajes coexisten, su
actividad se ve influenciada por diferentes factores ambientales

(Turk-Kubo et al.,
2021)

Mar Mediterraneo

PCR y secuenciacion
Ilumina

UCYN-A present6 diferentes distribuciones verticales: UCYN-ALy -A3 fue
dominante en la superficie y UCYN-A4 en las profundidades mas productivas
(61y 88 m)

(Ridame et al., 2022)

Abreviaturas: SCCS: sistema de corrientes del Sur de California, qPCR: reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real o cuantitativa, RT-
PCR: PCR de transcripcion inversa, CARD-FISH: hibridacion in situ de fluorescencia de deposicién de reportero doble catalizado y nanoSIMS:
espectrometria de masas de iones secundarios a nanoescala.
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2.4 Factores que afectan a la fijacion de N2 en sistemas marinos

La historia evolutiva de la diazotrofia evidencia varios factores que se han considerado como
dominantes sobre los diazétrofos, limitando su distribucion y la magnitud de la FBN en el
océano global, destacando la inhibicién de la actividad de la nitrogenasa en presencia de Oa,
la temperatura, las concentraciones de P y Fe, la presencia de nutrientes y el pastoreo del
zooplancton (Mulholland y Capone, 2009; Tang et al., 2020). La inactivacion de la enzima
nitrogenasa en presencia de Oz constituye un problema para la mayoria de los diazétrofos que
requieren habitats superficiales iluminados para realizar la fotosintesis, donde el O disuelto
se encuentra en altas concentraciones (Mulholland y Capone, 2009). Por lo anterior, los
diazotrofos requieren de distintos mecanismos para evitar la inactivacion de la nitrogenasa
(Mufioz-Marin et al., 2019). Por ejemplo, Trichodesmium fija N2> durante el dia mientras
realiza activamente la fotosintesis mediante la segregacion de la nitrogenasa activa en células
especializadas denominadas "diazocitos”, un mecanismo de secuestro de nitrogenasa
"espacial™ que le proporciona una separacién de las actividades fotosintéticas y de la FBN
(Bergman et al., 2013). Otras cianobacterias generan células de FBN especializadas llamadas
heterocistos, las cuales protegen a la nitrogenasa de la inhibicion por el oxigeno molecular y
que, a diferencia de los diazocitos, son células diferenciadas envueltas por una capa de
glicolipidos (Zehr y McReynolds, 1989; Saunders, 2003; Mulholland y Capone, 2009). Por
otro lado, UCYN-B y UCYN-C fijan N2 por la noche, mientras que UCYN-A fija N2 durante
el dia, debido a que carece de la capacidad de utilizar el fotosistema Il que genera Oz (Zehr
et al., 2008; Thompson et al., 2014). Sin embargo, su asociacidén con un socio generador de
O2 podria hacer que la enzima nitrogenasa en UCYN-A no esté completamente a salvo del
O>. Puede ser que UCYN-A requiera un alto nivel de expresion del gen sufB (involucrado en
la reparacion de grupos de Fe-azufre (S) labiles al O bajo estrés oxidativo) para reparar a la
enzima nitrogenasa de la inactivacion oxigénica (Cornejo-Castillo et al., 2016).

Otro factor clave para los diazotrofos es la temperatura del agua. Las cianobacterias marinas
fijadoras de N2 generalmente tienen una distribucion tropical o subtropical (Mulholland y
Capone, 2009). Por ejemplo, la distribucion de Trichodesmium parece estar limitada por la
isoterma de 20 °C (Capone et al., 1997; Langlois et al., 2005, 2008). Por su parte, los grupos
UCYN-B y UCYN-C han mostrado un crecimiento éptimo y FBN activa de 26 a 30 °C en
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los océanos Atlantico y Pacifico (Mazard et al., 2004; Stal, 2009; Moisander et al., 2010).
En cuanto a los sublinajes UCYN-A, aun se sabe muy poco. Cabello et al. (2020) detectaron
UCYN-AZ2 en un intervalo de temperatura de 11 a 18 °C en el océano Pacifico Norte (Cabello
et al., 2020), lo que concuerda con datos de temperatura reportados en otras areas
oceanogréficas (Thompson et al., 2014; Moreira-Coello et al., 2019). Recientemente, se ha
reportado actividad de FBN para este sublinaje a una temperatura > 10 °C (Shiozaki et al.,
2020), mientras gque otros autores han reportado que UCYN-A2 esté ausente a temperaturas
superiores a 25 °C (Cabello et al., 2016). Turk-Kubo et al. (2017) dieron a conocer que el
sublinaje UCYN-A3 habita en co-ocurrencia con UCYN-AL en un ambiente célido (> 20
°C), en aguas tropicales y subtropicales de los giros oligotroficos del océano.

Por otra parte, el Fe es un cofactor critico para la nitrogenasa y su biodisponibilidad es otro
de los factores mas importantes en la FBN oceanica (Howard y Rees, 1996). El suministro
de Fe para soportar la FBN difiere significativamente entre los hébitats peldgicos y
bentonicos. En el océano abierto, el Fe se suministra tanto por la corriente ascendente/mezcla
desde abajo como desde la atmosfera (Karl et al.,, 2002). La limitacion de Fe es
particularmente importante para la FBN por cianobacterias, ya que el Fe es un cofactor del
fotosistema | y un componente de la nitrogenasa (asi como de otras enzimas redox). Se ha
demostrado que la actividad diazotréfica de Trichodesmium puede estar limitada por P o Fe,
0 estar co-limitada por ambos (Shi et al., 2007; Sohm et al., 2011a), mientras que se sabe
poco sobre como UCY N-A responde a la limitacion de nutrientes. Un estudio reciente reportd
que el Fe y el P son los principales factores que influyen en la FBN por UCYN-A en el
Atlantico Norte tropical (Krupke et al., 2015). Turk-Kubo et al. (2012) encontraron que las
adiciones de Fe y P provocaron cambios espacialmente heterogéneos en la FBN en el
Atlantico Norte tropical y causaron respuestas variables entre diferentes filotipos de
cianobacterias, lo que sugiere que no todos los diazotrofos estan limitados por el mismo
nutriente en el tiempo y el espacio (Turk-Kubo et al., 2012). En particular, UCYN-A
respondio a las adiciones de P con un aumento en la expresion del gen nifH (Turk-Kubo et
al., 2012).

En cuanto a la presencia de formas combinadas de N inorganico disuelto (NID), se ha
evidenciado que la FBN de UCYN-A no es inhibida en aguas con alto contenido de NID
(Krupke et al., 2015). Se sugiere que en ocasiones la simbiosis UCYN-A/haptofito puede
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complementarse con una fuente de N distinta a la FBN por UCYN-A cuando el NID esta
disponible para el haptdfito. Tanto UCYN-A como su anfitrion dependen de la FBN para sus
necesidades de N incluso en presencia de abundante NID, el cual se ha descubierto que puede
estimular la FBN (Mills et al., 2020).

La mayoria de los modelos ocednicos de FBN suponen que todos los diazotrofos estan
igualmente controlados por los mismos parametros ambientales, a pesar de las bien
reconocidas diferencias genéticas, repertorios para asimilacion de reservas de nutrientes
disueltos, historias de vida (libre, simbidtica, colonial) y tamafios de células (micrometros a
milimetros). Se necesitan mas datos temporales y/o espaciales en las regiones oceanicas del
mundo para caracterizar mejor los patrones de co-ocurrencia de los diazétrofos y comenzar
a comprender los factores ambientales que influyen en las distribuciones de los fijadores de

N2 en sistemas marinos (Turk-Kubo et al., 2017).

2.5 Zonas de minimo oxigeno

Las ZMO se encuentran tipicamente en los limites occidentales de los margenes
continentales, en donde los patrones de circulacion impulsados por el viento empujan las
aguas ricas en nutrientes hacia la superficie en un proceso conocido como surgencia costera.
Este proceso fertiliza las aguas superficiales y produce altos niveles de produccion primaria
(Paulmier y Ruiz-Pino, 2009). Gran parte del C inorganico que se fija a través de la
fotosintesis es respirado por microorganismos heterdtrofos en las capas superficiales y
medias de la columna de agua. La deficiencia persistente de Oz ocurre cuando la cantidad de
O2 disuelto en la columna de agua se consume mas rapido de lo que se reabastece a través
del intercambio aire-mar, la produccion fotosintética de O, y la ventilacion, produciéndose
una ZMO (Lam et al., 2009). El umbral indicado para definir a una ZMO es de <20 uM O
(Smethie, 1987; Paulmier y Ruiz-Pino, 2009). Estas zonas constituyen solo el 1% del
volumen oceanico global, pero tienen un profundo impacto en el balance del N oceénico
debido a que alrededor del 30-50% del N fijado marino se pierde como N2 en los océanos
(Codispoti et al., 2001). Las principales ZMO se localizan en el ETNP, frente a México, el
ETSP en Per( y Chile, el Océano Atlantico (las surgencias del noroeste de Africa y de
Namibia) y el Mar Arabigo (Figura 2) (Paulmier y Ruiz-Pino, 2009). Las ZMO del Pacifico
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son més voluminosas que las del Océano Atlantico y el Mar Arabigo debido a la disminucion
de la ventilacién en latitudes altas (donde se forman las aguas profundas del Pacifico) (Wright
et al., 2012), y debido a que las masas de agua en el Pacifico Nororiental son “viejas” y
presentan poco oxigeno en comparacion con las masas de agua del Pacifico sur. En el
Pacifico oriental, la extensa ZMO se puede explicar por el hecho de que las aguas profundas
medias son aguas con poca o escasa movilidad, las cuales no se han renovado por procesos
de circulacion (forzamiento externo o circulacion termohalina) lo que conlleva a una
disminucion del contenido de oxigeno disuelto (Serrano, 2012).

La comprension del ciclo del N marino es dificil y es ain méas complejo en las ZMO debido
a las multiples transformaciones microbianas que ocurren y a la complejidad del habitat
(Pajares y Ramos, 2019). Como se menciond anteriormente, estas zonas son importantes para
la pérdida neta de N del océano (Jayakumar et al., 2017). Esta disminucion relativa en la
disponibilidad de N asociada a las pérdidas de N, las bajas concentraciones de O, la
liberacion de P y las concentraciones de Fe biodisponible relativamente altas deberian
favorecer la FBN en las ZMO (Deutsch et al., 2001, 2007). Los esfuerzos para probar esta
idea se han centrado en la ZMO del ETSP. Diversas investigaciones han reportado FBN en
aguas superficiales y profundas (andxicas) en esta region (Fernandez et al., 2011; Bonnet et
al., 2013; Loescher et al., 2014), asi como la presencia de distintos grupos de diazétrofos,
demostrando que las ZMO son un ambiente ideal para la diazotrofia marina (Bopp et al.,
2002). De igual manera, diversos estudios sobre la diversidad del gen nifH en las ZMO
presentes en el ETSP, ETNP y el Atlantico Norte, han reportado que las comunidades
diazotroficas identificadas difieren fuertemente en estos océanos (Fernandez et al., 2011,
Halm et al., 2012; Farnelid et al., 2013).

En las ZMO localizadas en el ETNP, ETSP y el Mar Arabigo se ha encontrado que los
fijadores de N2 forman una comunidad singular, compuesta principalmente por bacterias
heterotrofas, diferentes clados de alfa, beta y gamma proteobacterias no cultivadas, bacterias
anaerobias, y arqueas metandgenas, asi como una baja presencia de cianobacterias
(Fernandez et al., 2011; Halm et al., 2012; Bonnet et al., 2013; Jayakumar et al., 2017,
Loscher et al., 2020). Loescher et al. (2014) reportaron la deteccion de UCYN-B en la ZMO
frente a Peru, pero no la presencia de otros grupos de UCYN (Loescher et al., 2014), a pesar

de que en los ultimos afios estos grupos de cianobacterias se han considerado diazétrofos
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clave en las aguas superficiales del océano (Church et al., 2005a). El papel y la importancia
de los diazétrofos cianobacterianos para el presupuesto de N oceénico en estas zonas no son

claros debido a la informacién limitada sobre su distribucion biogeogréafica, abundancia y

actividad, en especial, hasta la fecha no se ha reportado la presencia del grupo UCYN- A en
las ZMO.
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Figura 2. Mapa de las principales ZMO y sus concentraciones de O, a 300 m de profundidad (Long
et al., 2021). Abreviaturas: NESAP: Pacifico Subartico Nororiental, ETNP: Pacifico Nortropical
Oriental, ETSP: Pacifico Sur Tropical Oriental y NAM: Surgencia de Namibia.
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3. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA

Actualmente, el papel y la importancia de las cianobacterias simbidticas unicelulares UCYN-
A entérminos de la cantidad de N fijado en las ZMO no se ha evaluado aln debido a la escasa
informacién sobre la distribucion y abundancia de este clado de cianobacterias. Hasta el
momento solo se ha reportado la presencia de diazétrofos heterotrofos y del clado UCYN-B
en estas regiones oceanicas, las cuales cambian la estructura y la funcion de las comunidades
microbianas marinas, alterando los ciclos de nutrientes e influyendo en el balance del N
marino. Ademas, estas zonas se estan expandiendo principalmente debido a las actividades
antropogénicas. Por lo tanto, es de suma importancia aportar informacion acerca de la
distribucion y diversidad de UCYN-A en las ZMO, en particular en el ETNP, una de las
zonas mas extensas e intensas del océano global, ademas de las menos estudiadas.

Esta investigacion, la cual seria la primera realizada en el ETNP, nos permitira tener una
comprensidn inicial del papel que juegan las UCYN-A en las ZMO, asi como de la influencia

de las condiciones ambientales marinas en la distribuciéon de UCYN-A en una ZMO.

4. PREGUNTAS DE INVESTIGACION

¢Cual es la distribucion espacial y temporal del clado UCYN-A, portador del gen
nifH, en la columna de agua en un transecto frente al puerto de Mazatlan, localizado

en la ZMO del Pacifico mexicano?

¢Como afecta la cantidad de nutrientes y las propiedades oceanogréaficas de esta ZMO
en la distribucién y diversidad de UCYN-A?

5. HIPOTESIS

Dado que el clado UCYN-A se distribuye mas ampliamente que otras cianobacterias
marinas fijadoras de N, se espera encontrar la presencia de este clado de diazotrofos
tanto en la zona costera rica en N como en el océano abierto oligotréfico a lo largo de

un transecto localizado en la ZMO del ETNP.
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Dado que el huésped de UCYN-A se encuentra en la zona fética, debido a que es un
organismo eucarionte fotosintético, se espera encontrar mayor diversidad del clado
UCYN-A en la superficie y el primer méximo de clorofila que en las capas
correspondientes al final de la oxiclinay ZMO, en donde hay pocos o nulos niveles

de Oz a lo largo de un transecto en el ETNP.
En la temporada de surgencia, primavera, se espera encontrar la misma distribucion de

UCYN-A en dos afios consecutivos de muestreo.

6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Estudiar la distribuciéon y la diversidad espacial y temporal del clado de cianobacterias
simbidticas unicelulares UCYN-A fijadoras de N2 en un transecto frente al Puerto de

Mazatlan, localizado en la ZMO del Pacifico mexicano.

6.2 Objetivos especificos:

Realizar la secuenciacion masiva del gen nifH presente en UCYN-A en muestras
obtenidas en la columna de agua en un transecto frente al Puerto de Mazatlan,

localizado en la ZMO del Pacifico mexicano, en dos afios consecutivos de muestreo.

Realizar la filogenia del gen nifH presente en UCYN-A y determinar su distribucion

y diversidad en esta ZMO.

Establecer una relacion entre las propiedades oceanogréficas y la concentracion de
nutrientes con la distribucién y la diversidad de UCYN-A en esta ZMO.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Area de estudio y estrategia de muestreo

El area de estudio se localiza frente al Puerto de Mazatlén, en la zona de entrada del Sur del
Golfo de California, la cual estd en comunicacion abierta con el Océano Pacifico Tropical
Oriental. Este estudio se llevo a cabo a bordo del buque oceanografico “El Puma” de la
UNAM en el mes de abril, en un transecto con cuatro estaciones de muestreo en el afio 2018
(Crucero MAZ IV) y cinco estaciones de muestreo en 2019 (Crucero MAZ V), el cual abarca
de una zona costera a una oceanica en plena ZMO (Figura 3). En ambos cruceros, la estacion
C representa la estacion més costera (32 m de profundidad), las estaciones O2 son las mas
oceanicas (con una profundidad media de 690 m) y las estaciones M representan la zona

intermedia entre ellas.

= MAZIV(2018)
o MAZ-V(2019)

106.7°W 106.6°W 106.5°W 106.4°W

Figura 3. Mapa de la localizacion del transecto de estudio, de una zona costera a una oceanica en
frente del Puerto de Mazatlan. Abreviaturas: C = estacion costera, M = estaciones medias 1y 2, O =
estaciones oceanicas 1 y 2. Los simbolos y colores denotan el crucero (MAZ IV= cuadrado azul,
MAZ V= circulo naranja).
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7.2 Toma de muestras

En cada estacion se adquirieron datos in situ de temperatura, conductividad, clorofilaay O,
desde la superficie hasta el fondo con una sonda CTD (SeaBird 19 plus) configurada con
sensores de fluorescencia activa (ECO-Wet Labs) y O> (SBE 49), acoplada a una roseta
General Oceanics. Se tomaron muestras de agua con botellas tipo Niskin de 10 L de
capacidad a diferentes profundidades. Para los andlisis moleculares, se consideraron solo las
siguientes profundidades: superficie, primer maximo de clorofila (PMC), final de la oxiclina,
nacleo de la ZMO y/o fondo mientras que, para la determinacion de la concentracion de
nutrientes se tomaron en cuenta otras profundidades, ademas de las mencionadas
anteriormente.

Las muestras de agua (aproximadamente 4 L) fueron filtradas a bordo del bugue con
membranas Merck-Millipore de 0.22 pum de tamafio de poro. Los filtros se congelaron a -80
°C para ser procesados posteriormente en laboratorio, mientras que parte del agua filtrada se

congel6 a -20 °C para el analisis de los nutrientes.

7.3 Parametros hidrograficos y quimicos

Los datos provenientes del CTD fueron inicialmente procesados siguiendo los protocolos,
recomendaciones y el software del fabricante (SBE data processing Vv.7.26.7),
promediandolos a cada metro de profundidad. Los datos de fluorescencia del perfilador
fueron transformados a unidades de clorofila a (mg m=) con base en el archivo nominal de
calibracion por parte del fabricante.

En el laboratorio de Biogeoquimica Acuatica del Instituto de Ciencias del Mar y Limnologia
(ICML, UNAM) se determinaron las concentraciones de nutrientes (NH4*, NO2", NOs,
fosfato [PO4*] v silicato [SiO2]) con un autoanalizador de flujo segmentado Skalar San Plus
System, utilizando los meétodos estandar adaptados por Grasshoff et al. (2009). Se
construyeron secciones verticales de los parametros hidrograficos y de nutrientes a lo largo
del transecto de cada crucero con el software Ocean Data View v. 5.2.0 (ODV) (Schlitzer,
2002). Se elaboraron diagramas de temperatura-salinidad (T-S) para la identificacion de las

masas de agua presentes en cada crucero con base en la clasificacion propuesta por Portela
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et al. (2016). Finalmente, en la pagina web de la administracién nacional oceénica y
atmosférica (NOAA, por sus siglas en inglés) se consultaron los valores de la temperatura
superficial del mar (TSM) de acuerdo con el indice bimensual de EIl Nifio/Oscilacion del Sur
(MEL.v2), con el fin de detectar las anomalias de temperatura superficiales en la zona de
estudio. Este indice combina tanto variables oceanicas como atmosféricas y toma en cuenta
cinco variables diferentes (presion al nivel del mar, TSM, componentes zonal y meridional
del viento de superficie y radiacion de onda larga saliente) sobre la cuenca del Pacifico
tropical (30°S - 30°N y 100°E - 70°W).

7.4 Analisis moleculares

En el laboratorio de Ecologia Microbiana Acuatica del ICML se Ilevaron a cabo los analisis
moleculares de las muestras pertenecientes a las cuatro estaciones del crucero MAZ IV y a
las estaciones IV.C, IV.M2 y IVV.02 del crucero MAZ V. Para la extraccion del ADN de las
muestras de agua se utilizo el kit DNA easy PowerWater (QIAGEN). La concentracién de
ADN se midi6 con un Fluorometro Qubit® 3.0 (Thermo Fisher Scientific).

Para la preparacion de las bibliotecas genémicas se realizé una PCR anidada. Para la primera
ronda de amplificacion se usaron los primers universales nifH3/nifH4 (Zani et al., 2000) y
las siguientes condiciones de termociclaje: desnaturalizacion inicial del ADN a 95 °C durante
5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C (1 min), alineamiento a 57 °C (1 min) y
extension a 72 °C (1 min), seguida de una extension final a 72 °C (7 min). Para la segunda
ronda se utilizaron los primers especificos de UCYN-A univ_UCYN-A_F/univ_UCYN-A R
(Turk-Kubo et al., 2017) y las siguientes condiciones de termociclaje: desnaturalizacion
inicial a 95 °C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C (30 s), alineamiento a
55 °C (30 s) y extension a 72 °C (30 s), seguido de una extension final a 72 °C (7 min). Las
concentraciones finales de las reacciones de PCR fueron: Buffer My Taq 1x (1 mM dNTPs,
3 mM MgCl,), primers 0.5 uM, BSA 0.2 mg/mL y My Taq polimerasa 0.025 u/pL.

La amplificacion correcta del gen se comprobd mediante electroforesis en gel de agarosa.
Posteriormente, se realizd la purificacion de los productos de PCR usando el kit de

purificacion de bandas Gel/PCR QIAquick (QIAGEN) y se midi6 la concentracién y la
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calidad del ADN de los productos purificados con Qubit 3.0 y Nanodrop 2000 (Thermo
Fisher Scientific).

Para la secuenciacion, se seleccionaron los productos en los que se obtuvo una concentracion
minima de 10 ng/uL de ADN después de la purificacion. Se mandaron a secuenciar 11
muestras (seis muestras del crucero MAZ IV y cinco muestras del crucero MAZ V) al
Laboratorio Nacional de Gendémica para la Biodiversidad, del Centro de Investigacion y de
Estudios Avanzados del IPN (CINVESTAV- LANGEBIO). En dichas instalaciones, se
realizaron rondas adicionales de amplificacion para agregar codigos de barras especificos a
cada muestra y adaptadores de secuenciacion a los amplicones finales. Para la secuenciacion
se utilizo la plataforma Illumina MySeq DNA nano inserto sin fragmentar 2 x 300 pb

(extremos emparejados o paired-end).

7.5 Andlisis bioinformaticos

Las secuencias obtenidas en formato FASTQ multiplexadas fueron importadas en el
programa QIIME 2 v. 2021.2 (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Bolyen et al.,
2019), en el cual se realiz6 el procesamiento de las lecturas, comenzando con la
demultiplexacion de los datos. Posteriormente, se realizé la evaluacion de la calidad de cada
base de las secuencias obtenidas por muestra.

Para corregir los errores de secuenciacion y discriminar entre las secuencias de interés, se
utiliz6 el algoritmo DADAZ2 (Callahan et al., 2016) mediante el complemento “q2-DADA2-
denoise-single” en QIIME 2. Se realizo el dereplicado de las secuencias, la identificacion y
remocién de quimeras y, finalmente, la generacién de variantes de secuencia de amplicones

(ASVs por sus siglas en inglés).

7.6 Asignacion taxondmica

Las secuencias de ASVs representativas obtenidas en QIIME 2 se exportaron en formato
“fasta”, se editaron utilizando scripts bash en Ubuntu y se clasificaron con una base de datos
de referencia del gen nifH usando la paqueteria DADAZ2 (Callahan et al., 2021) en RStudio

v.1.4.1103 (RStudio Team, 2021). Para ello, se usé la base de datos de referencia del
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laboratorio de  Zehr  (Heller, 2014)  (version de junio de 2017,
https://www.jzehrlab.com/nifH), la cual fue exportada desde ARB y editada para ser
procesada en DADA2 (Moynihan, 2020).

Las secuencias representativas no asignadas a alguna secuencia nifH de referencia fueron
eliminadas. Posteriormente, las secuencias asignadas al gen nifH se compararon con una base
de datos de referencia especifica de secuencias UCYN-A proporcionada por el laboratorio
de Zehr (Turk-Kubo et al., 2017).

Cabe mencionar que se realizd un analisis de oligotipificacion para una resolucion
filogenética méas fina usando el software de cddigo abierto Oligotyping en la terminal
Ubuntu, siguiendo el pipeline descrito por Eren et al. (2013). Para ello, se procesaron las
muestras (por separado) en QIIME 2 para obtener secuencias de ASVs representativas por
cada muestra y se realiz6 la asignacion taxonomica en RStudio usando DADAZ2. Las
secuencias de cada muestra asignadas a UCYN-A se separaron y editaron en un archivo fasta
para ser importadas al programa Oligotyping, donde se realiz6 un andlisis de entropia de
Shannon siguiendo el pipeline de Turk-Kubo et al. (2017), que permite determinar 13
posiciones de nucleétidos con alta variabilidad para poder descomponer las secuencias en
oligotipos. Finalmente, se rarifico el nimero de lecturas en cada muestra utilizando la
profundidad de secuenciacion minima en QIIME 2 y se realizaron gréaficas de barras basadas
en los distintos oligotipos encontrados de los sublinajes con las paqueterias phyloseq
(McMurdie y Holmes, 2013), dplyr (Hadley Wickham et al., 2020) y ggplot2 (Wickham et
al., 2020) en RStudio.

7.7 Andlisis filogenético

Para realizar el andlisis filogenético se tomaron las secuencias de ASVs representativas mas
abundantes de cada oligotipo, las secuencias de referencia de oligotipos encontrados de los
sublinajes UCYN-A vy algunas secuencias de referencia de cianobacterias unicelulares
estrechamente relacionadas como UCYN-B y -C (Thompson et al., 2014; Turk-Kubo et al.,
2017; Cornejo-Castillo et al., 2019).

En el software BioEdit (Hall, 2001) se ejecuté el alineamiento maltiple de las secuencias,

mediante el algoritmo Clustal W. La construccion del arbol filogenético se llevo a cabo con
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el software MEGAX (Kumar et al., 2018) mediante el método de Méxima Verosimilitud con
base en el modelo Tamura-Nei, y los soportes de los nodos se determinaron con 1,000
repeticiones de bootstrap. Por ultimo, se realizo la edicion del arbol filogenético en el
programa Tree of Life (iTOL): https://itol.embl.de/ (Letunic y Bork, 2016).

7.8 Analisis de datos y estadisticos

El analisis de datos se Ilevo a cabo en el software RStudio.

Para determinar si la secuenciacién tuvo la suficiente profundidad para poder detectar a la
mayoria de los sublinajes UCYN-A en cada muestra, se realizaron curvas de rarefaccion con
la paqueteria INEXT (Hsieh et al., 2016) de las ASVs observadas contra la profundidad de
secuenciacion de las diferentes muestras. Para los andlisis de diversidad alfa del gen nifH se
calcularon diferentes métricas (Chaol, Shannon-Weaver, Simpson y Faith) con la paqueteria
Vegan (Oksanen et al., 2020) usando la tabla de ASVs previamente estandarizada (rarificada)
en QIIME 2. Con la paqueteria ggplot2 se realizaron gréaficas de barras en las que se resaltan
las muestras por crucero de cada métrica calculada, asi como diagramas de caja y bigote para
comparar ambos cruceros por profundidad.

Para el analisis de la diversidad beta se gener6 una matriz de disimilitud del indice de Bray-
Curtis con vegan y se gener0 un escalamiento multidimensional no métrico (NMDS) con
ggplot2. Para determinar las variables ambientales y los nutrientes que influyeron en la
distribucion de UCYN-A, los datos se normalizaron para un promedio igual a 0 y desviacion
estdndar de 1, y se ajustaron a la grafica NMDS. Ademas, se realizd un analisis de
redundancia (RDA) para el cual la tabla de frecuencias de ASVs rarificada fue transformada
por Hellinger, mientras que las variables ambientales y los nutrientes se transformaron
logaritmicamente. Para determinar las variables redundantes, se uso el indice de criterio de
informacién de Akaike (AIC) mediante 1000 permutaciones, donde se determind el mejor
modelo que explico la distribucion de las muestras sobre el efecto ambiental.

Se aplicaron pruebas de ANOSIM utilizando vegan para comparar las muestras por
estaciones, profundidades y afios de muestreo a partir de las medidas de distancia de Bray-
Curtis, con el fin de probar si existe una diferencia significativa en la composicion de la

comunidad entre los grupos de muestras. Por otra parte, se realizé una prueba de mantel con
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vegan para determinar si hay una correlacién entre la matriz de abundancia de Bray-Curtis y
la matriz de distancia geogréfica entre las estaciones de muestreo, generada con la distancia
de Haversine.

Se elaboré un mapa de calor de la distribucion de las ASVs representativos mas abundantes
de cada oligotipo encontrado usando las paqueterias stats, gplots y Heatplus (Ploner, 2018;
Bolker et al., 2020). Se utilizo la distancia de disimilitud de Bray-Curtis y el algoritmo de
agrupamiento jerarquico ward D2, el cual crea grupos con minima varianza dentro de los
grupos. Finalmente, se realizaron diagramas de Venn para analizar las ASVs compartidos
entre las profundidades y estaciones de muestreo con la paqueteria VennDiagram (Chenn,
2018).

8. RESULTADOS

8.1 Variables oceanograficas y nutrientes en los cruceros MAZ IV y MAZ V

a) Condiciones climaticas

Los dos afios de muestreo cubrieron una transicion climatica de un afio frio en 2018 con un
evento débil de La Nifia (anomalia de la TSM en el bimestre abril-mayo) a un afio calido en

2019 con un evento débil de EI Nifio (Figura 4) en donde hubo un aumento de la TSM en el
bimestre marzo a abril en el ETNP segun el MEL.v2 (https://psl.noaa.gov/enso/mei/).
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Figura 4. Evolucion temporal de los eventos EI Nifio y La Nifia indicados por el MEI.v2.
La Nifia= color azul y EI Nifio= color rojo.

b) Caracteristicas de las masas de agua

Los diagramas T-S indicaron la presencia de cuatro masas de agua en el area de estudio
(Figura 5) con diferente proporcion en cada crucero, de acuerdo con las definiciones de la

Ecuacion Termodinamica del Agua de Mar (TEOS-10), siguiendo a Portela et al., (2016):

1) Agua del Golfo de California (GCW, caracterizada por una temperatura > 12 °C y
salinidad absoluta > 35.1 g kg 1), la cual mostré menor abundancia en el crucero MAZ 1V,
abarcando una capa muy somera < 20 m de profundidad en las estaciones oceanicas con una
concentracion promedio de 210 uM de oxigeno, y una temperatura de 23 a 24 °C. Cabe
mencionar que esta masa de agua no estuvo presente en las estaciones costera y media del
mismo crucero. En cambio, en el crucero MAZ V se observo una mayor proporcion de esta
masa de agua (hasta 22 y 80 m de profundidad en las estaciones costera y la mas oceanica,
respectivamente), con una temperatura promedio de 22 °C en todas las estaciones y una
concentracion promedio de 220 uM en la estacion costera y 150 uM en las estaciones

oceanicas.
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2) Agua de transicion (TrW), originada por la mezcla de dos masas de agua, GCW y el agua
Tropical Superficial (TSW) que influyd principalmente en el crucero MAZ V, con una
temperatura de 20 a 24 °C y salinidad absoluta entre 34.5y 35.1 g kg .

3) Agua Subtropical Subsuperficial (StSsW, caracterizada por una temperatura entre 9y 18
°C, salinidad absoluta entre 34.6 y 35.1 g kg 1), la cual se extendié por debajo del Trw en
ambos cruceros. La StSsW se detecto en el crucero MAZ 1V a los 30 y 47 m de profundidad
en la estacion media y la mas oceanica, respectivamente hasta los 95 y 452 m de profundidad
en las mismas estaciones, con una concentracion de oxigeno entre 0.3 y 120 uM. En el
crucero MAZ V esta masa de agua se encontré desde 48 y 82 m de profundidad en la estacién
media V.M2 y la mas oceénica, respectivamente, hasta los 93 y 438 m de profundidad en las
mismas estaciones, con valores de oxigeno entre 1.5y 160 uM.

4) Agua intermedia del Pacifico (PIW, temperatura entre 4 y 9 °C, salinidad absoluta entre
34.6y 34.9 g kg ™), lacual se encontro por debajo de los 400 m de profundidad hasta el fondo
de las estaciones méas oceanicas en ambos cruceros, con concentraciones mas bajas de
oxigeno en MAZ IV (0.3 a 0.4 uM) en comparacion con MAZ V (1.1 a 1.4 uM).
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de California, StSsW: agua Subtropical Subsuperficial y PIW: agua intermedia del Pacifico.
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c) Caracteristicas hidrograficas

Con respecto a las secciones verticales de los parametros oceanograficos (Figura 6), en
ambos cruceros la temperatura fue mayor en la superficie (20-24 °C) y disminuy6 con la
profundidad hasta 17 y 22 °C en la estacion costera de los cruceros MAZ IV y MAZ V,
respectivamente, mientras que, en las estaciones mas oceanicas, la temperatura disminuyé
hasta 7 °C (MAZ IV) y 6.6 °C (MAZ V). Cabe mencionar que en la estacién costera V.C del
crucero MAZ V la columna de agua estuvo mezclada, por lo que la temperatura fue
relativamente constante (22-23 °C), el Oz estuvo sobresaturado en toda la columna de agua,
es decir no hubo ZMO, y la concentracion de clorofila a aumenté con la profundidad,
alcanzando el valor més alto en el fondo de esta estacion (1.6 mg/m®).

El O2 disminuy6 con la profundidad en todas las estaciones en ambos cruceros (excepto en
la estacion costera en MAZ V), de manera que el inicio de la ZMO (considerando que la
ZMO comienza a partir de una concentracion < 20 pM segun Paulmier y Ruiz-Pino, 2009)
se observo a 17 m de profundidad en la estacion costera (IV.C) y a 68 m de profundidad en
la estacion més oceénica (1V.02) en el crucero MAZ IV. En el crucero MAZ V, el inicio de
la ZMO se observé a 98 m de profundidad en la estacion mas oceénica (V.02). Por debajo
de estas profundidades los valores de O, fueron disminuyendo hasta alcanzar el limite de
deteccion del equipo (< 1 uM), aproximadamente a 97 m de profundidad en la estacion mas
oceanica (I1V.02) del crucero MAZ IV y hasta 1.1 uM en el fondo de la estacion méas oceénica
(V.02) en MAZ V.

La clorofila a presentd los valores mas altos (6.2 mg/m®) en la estacion costera 1V.C del
crucero MAZ 1V a los 10 m de profundidad, mientras que en la estacion mas oceéanica
(IV.02) se observaron dos picos de clorofila a (2 mg/m?®) a 30 y a 45 m de profundidad. En
el crucero MAZ V, en la estacion media V.M2 se observd el valor més alto de clorofila a (2
mg/m?) a 43 m de profundidad y a 38 m de profundidad en la estacién mas oceénica V.02
(1.5 mg/md).

En general, la salinidad fue mayor en los primeros 20 m de profundidad (35 g/kg*) en todas
las estaciones en ambos cruceros y disminuy6 conforme aumento la profundidad, hasta 34.7
y 34.9 g/kg! en los cruceros MAZ IV y MAZ V, respectivamente en la estacion costera, y

hasta 34.5 g/kg* en las estaciones mas oceanicas de ambos cruceros.
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Figura 6. Secciones verticales de los parametros hidrogréficos en los cruceros MAZ IV (paneles de
la izquierda) y MAZ V (paneles de la derecha): a) temperatura (°C), b) oxigeno (uM), c) clorofila a
(mg/m?®) y d) salinidad (g/kg®). Abreviaturas: C = estacion costera, M = estaciones medias 1y 2, O =
estaciones oceanicas 1 y 2. El eje horizontal indica la distancia de la costa hacia el océano (Km),
mientras que el eje vertical indica la profundidad de la columna de agua (m).
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d) Caracteristicas bioquimicas del agua

En general, las concentraciones de NID (NHs", NO2” y NOs) aumentaron conforme
incremento la profundidad y fueron mayores en todas las estaciones del crucero MAZ 1V en
comparacion con el crucero MAZ V (Figura 7).

La mayor concentracién de NH4" (6.2 uM) en la estacién costera (IV.C) de MAZ IV se
encontrd en el fondo, mientras que en la estacion mas oceénica (1V.02) se encontro el valor
minimo (0.01 uM) a 250 m de profundidad. En el crucero MAZ V, se observaron los valores
mas altos en el fondo de las estaciones oceénicas, 3.7 uM (V.01) y 3.8 uM (V.02).

En cuanto a las concentraciones de NOz", en el crucero MAZ IV se encontrd el maximo
superficial caracteristico de este nutriente a 250 m de profundidad (1.4 uM en IV.O1y 1.9
UM en 1V.02) en las estaciones oceanicas, que se extendié hasta la costa, alcanzando 1.5 uM
a 20 m de profundidad en la estacion costera (IV.C). Para el crucero MAZ V, solamente se
observo este maximo de NO>™ en la estacion oceanica V.01, donde alcanz6 una concentracion
méaxima de 1.3 uM a 213 m de profundidad.

Los valores de NOs™ en la superficie de la estacion costera fueron de 2.3 uM (MAZ IV) y
0.06 uM (MAZ V), aumentando con la profundidad hasta alcanzar valores de 7 uM (MAZ
IV)y 0.4 uM (MAZ V). Los valores madximos de NOsen las estaciones méas oceénicas (02)
en ambos cruceros se encontraron en el fondo (36 UM en MAZ IV y 44.6 UM en MAZ V).
Finalmente, los valores promedio de PO4* en la superficie de la estacion costera fueron 2.3
UM en MAZ IV y 0.6 uhM en MAZ V, mientras que en la superficie de la estacion méas
oceanica O2 fueron de 0.75 uM en MAZ IV y 0.47 uM en MAZ V. En todas las estaciones,
las concentraciones de PO.* fueron mayores conforme aumentd la profundidad, con valores
méaximos en el fondo de las estaciones oceanicas (3.2 y 3 UM en los cruceros MAZ IV y

MAZ V, respectivamente).
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Figura 7. Secciones verticales de la concentracion de los nutrientes (uM) en los cruceros MAZ IV
(paneles de la izquierda) y MAZ V (paneles de la derecha): a) NH4*, b) NOy, ¢) NOg, d) PO4*.
Abreviaturas: C = estacion costera, M = estaciones medias 1y 2, O = estaciones oceanicas 1y 2. El
eje horizontal indica la distancia de la costa hacia el océano (Km), mientras que el eje vertical indica
la profundidad de la columna de agua (m).
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8.2 Distribucion y diversidad de UCYN-A en los cruceros MAZ IV y MAZ V

a) Construccion de las bibliotecas del gen nifH y obtencion de ASVs

Se logré amplificar el gen nifH de UCYN-A en las muestras de superficie, PMC y fondo de
la estacion costera (IV.C) del crucero MAZ IV, mientras que para las estaciones restantes
(IV.M, IV.01y IV.02) sélo se obtuvo buena amplificacion de las muestras superficiales. La
amplificacion obtenida fue muy escasa en las muestras del PMC, por lo cual no fue posible
obtener suficiente producto de PCR purificado para la secuenciacion. Con respecto al resto
de las profundidades (final de la oxiclina, ZMO y fondo), no se obtuvo amplificacion en
ninguna de estas tres muestras.

En relacion con el crucero MAZ V, se logré amplificar las muestras de las profundidades,
superficial, zona mezclada y fondo de la estaciéon costera (V.C). Para la estacion media
(V.M2), se obtuvo buena amplificacion para secuenciacion de la superficie y PMC. En cuanto
a la estacion mas oceanica V.02, se obtuvo una amplificacion muy deficiente de la muestra
superficial, por lo que no fue posible obtener suficiente producto de PCR purificado para la
secuenciacion. Respecto al resto de las profundidades (PMC, final de la oxiclina, ZMO y
fondo), no se obtuvo amplificacién en las estaciones media V.M2 y la méas oceanica V.02
(Tabla S1).

Se obtuvieron 9,823,166 lecturas del gen nifH UCYN-A de extremos emparejados en las 11
muestras secuenciadas: seis del crucero MAZ IV y cinco de MAZ V (Figura S1). Después
de analizar los resultados obtenidos con el algoritmo DADAZ para las secuencias de un solo
extremo y de ambos extremos (single-end y paired-end por sus siglas en inglés) se observo
que se perdieron muchas lecturas al unir las secuencias paired-end. Por lo tanto, se decidi6
obtener las ASVs usando solo las secuencias single-end del extremo foward con un nivel de
corte a 20 pb y 275 pb. Se obtuvieron un total de 1,383 ASVs en 3, 868,894 secuencias con

un tamafo de fragmento de 255 pb.
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b) Asignacion taxondémica y filogenia del gen nifH de UCYN-A

Con la primera base de datos del gen nifH se lograron asignar 1,343 ASVs de un total de
1,383 ASVs: 665 secuencias se asignaron como Ca. Atelocyanobacterium thalassa (UCY N-
A), 678 secuencias se asignaron hasta Bacteria, 26 se asignaron a otro Phylum (6 Firmicutes,
2 Proteobacteria, 18 Elusimicrobia) y 14 secuencias no fueron asignadas a ninguna secuencia
nifH de referencia. Las secuencias asignadas a otro Phylum o no asignadas se eliminaron de
la base de datos, mientras que las secuencias asignadas hasta Bacteria se clasificaron como
“otros”.

Las 665 secuencias asignadas a UCYN-A fueron comparadas con una base de datos de
referencia especifica de UCYN-A, asignandose en su mayoria al sublinaje UCYN-A2. Se
encontraron 12 de 12 oligotipos de UCYN-A2 segun la base de datos de referencia Turk-
Kubo et al. (2017) y un Unico oligotipo del sublinaje UCYN-AL1 (de 20 oligotipos
pertenecientes a este sublinaje). Por otro lado, se realiz6 un andlisis de oligotipificacion para
una resolucion filogenética mas fina. Sin embargo, no fue posible realizar el oligotipado en
estas secuencias, es decir, no se pudieron observar los 13 sitios variables que reporta Turk-
Kubo et al. (2017) para poder descomponer las secuencias en oligotipos, ya que la mayoria
de las secuencias correspondieron a un dnico oligotipo del sublinaje UCYN-A2.

Se realizaron dos gréficas de barras basadas en los distintos oligotipos encontrados de los
sublinajes UCYN-A1y A2. En la primera se representan los 13 oligotipos pertenecientes a
algan sublinaje UCYN-A y las secuencias clasificadas como “otros” (Figura S2), y en la
segunda se representa Unicamente a las 665 secuencias de ASVs asignadas a alguno de los
oligotipos UCYN-A (Figura 8). En esta Gltima gréfica, se observa que la muestra del PMC
de la estacion costera del crucero MAZ IV (IV.C.PMC) obtuvo el menor nimero de
oligotipos (siete oligotipos), mientras que las muestras de fondo costera (IV.C.F), de
superficie de la estacion mas oceanica (1V.02.S) del MAZ 1V y la muestra del PMC de la
estacion media de MAZ V (V.M2.PMC) obtuvieron el mayor nimero de oligotipos (13
oligotipos). Por otra parte, en el crucero MAZ 1V estuvieron presentes los 13 oligotipos
encontrados, en contraste con el crucero MAZ V, en donde el oligotipo 1 (UCYN-AL) estuvo

ausente. Cabe mencionar que este oligotipo estuvo presente Unicamente en las muestras
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superficiales de las estaciones oceénicas (IV.01.S y 1V.02.S) y media (IVV.M.S) del crucero
MAZ IV.

El oligotipo 3 perteneciente al sublinaje UCYN-A2 se encontrd en todas las estaciones de
ambos cruceros y fue muy dominante en todas las muestras, representando el 96.3 % de la
abundancia relativa de las secuencias de UCYN-A, mientras que el oligotipo 40 perteneciente
a UCYN-A2 presentd la menor abundancia relativa (0.05 %). Asimismo, se observa que el 1

% de las secuencias no fueron asignadas a ningun sublinaje, pero si al linaje general UCY N-
Supcrﬁcu: M
100 1 =

A
S PMC F F

Costera Media 0ccamca Costera Mcdia
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Oligo43_A2 (0.07 %)
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Oligo42_A2 (0.17 %)
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Oligo32_A2 (0.24 %)
Oligo34_A2 (0.26 %)
Oligo37_A2 (0.29 %)
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Figura 8. Abundancia relativa de los sublinajes UCYN-A presentes en las 11 muestras. En el gje x
se denotan los distintos cruceros= MAZ IV 0 MAZ V, las estaciones= costera, media y ocednica, y el
namero de estacion. Arriba de cada barra se sefiala la profundidad: S= superficie, PMC= primer
maximo de clorofila, F= fondo y ZM= zona mezclada.
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En los dos arboles filogenéticos construidos a partir de las ASVs representativas méas
abundantes de todos los oligotipos encontrados de UCY N-A se observa que esta comunidad
estuvo compuesta principalmente por el sublinaje UCYN-A2, con 12 oligotipos
pertenecientes a este sublinaje, y un oligotipo (oligotipo 1) del sublinaje UCYN-AL.

En uno de los &rboles se representa la presencia o ausencia de cada ASV en las 11 muestras
(Figura S3), en donde se observa que el crucero MAZ IV tuvo mas ASVs Unicos que el
crucero MAZ V. Los oligotipos 3 (el mas dominante), oligotipo 34 y oligotipo 36 del
sublinaje UCYN-AZ2 fueron los unicos que se encontraron en todas las muestras de ambos
cruceros. Por otro lado, en la muestra superficial de la estacion costera del crucero MAZ V
(V.C.S) s6lo se encontraron las ASVs 673 (oligotipo 37), 1013 (oligotipo 38), 1042 (oligotipo
32) y 737 (oligotipo 34) del mismo sublinaje. La mayoria de las ASVs correspondientes al
oligotipo 36 fueron Unicas para las muestras costeras (superficie, PMC y fondo) del MAZ
IV. Asimismo, las ASVs 616 (oligotipo 42) y 1184 (oligotipo 30) Gnicamente se encontraron
en el PMC de la estacion media (V.M2.PMC) del crucero MAZ V. En el PMC de la estacion
costera del crucero MAZ IV (IV.C.PMC) sélo se encontraron seis oligotipos (3, 30, 31, 33,
34, 36) del sublinaje UCYN-A2, mientras que en las muestras de fondo de la estacidn costera
de MAZ IV (IV.C.F) y del PMC de la estacion media de MAZ V (V.M2.PMC) se encontraron
los 12 oligotipos del sublinaje UCYN-AZ2. Por otro lado, las ASVs relacionadas al oligotipo
1 del sublinaje UCYN-AL solamente se hallaron en la superficie de las estaciones media y
oceanicas del crucero MAZ 1V.

En el arbol filogenético en donde se representa la abundancia relativa de cada ASV en las
muestras secuenciadas (Figura 9) se observa que las ASVs 1, 5, 6 y 9 correspondientes al
oligotipo 3 del sublinaje UCYN-A2 presentaron una abundancia muy similar en todas las
muestras y se agruparon con los oligotipos 33 y 38.

Las ASVs 893 (oligotipo 32), 501 (oligotipo 33), 721 (oligotipo 36), 1286 (oligotipo 38) y
724 (oligotipo 43) fueron unicas en la muestra del fondo de la estacion costera del crucero
MAZ 1V (IV.C.F), en contraste con la mayoria de las ASVs presentes en la muestra de fondo
de la estacion costera del crucero MAZ V (V.C.F), las cuales presentaron una abundancia
similar con las muestras de la superficie y la zona mezclada de la estacion costera del mismo
crucero. Finalmente, las ASVs 954 y 1096 (oligotipo 1) del sublinaje UCYN-AL fueron

unicas en las muestras de la superficie de las estaciones media IV.M.S y la mas oceanica

44



IV.02.S del crucero MAZ 1V, respectivamente. Cabe mencionar que la ASV 218 también
perteneciente al oligotipo 1 se encontrd en la superficie de las estaciones media (IV.M.S) y
oceanicas (IV.01.S y IV.02.S) del crucero MAZ 1V, pero presenté mayor abundancia

relativa (70 %) en la muestra superficial de la estacion oceanica IVV.01.S.
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Figura 9. Arbol filogenético de los 50 ASVs representantes mas abundantes de UCYN-A, obtenido
por el método de Mé&xima Verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei. El valor de bootstrap aparece
en los nodos con un circulo gris. A la derecha, los colores en la grafica de barras horizontales denotan
la abundancia relativa de cada ASV en las 11 muestras. El color de las barras verticales y de las
etiquetas indica el sublinaje correspondiente: Color arena para UCYN-A2 y café para UCYN-AL.
Asimismo, el color de las etiquetas resaltadas en el arbol indica los diferentes oligotipos de cada
sublinaje. Se usaron 13 secuencias de oligotipos de referencia y 3 de referencia de cianobacterias
unicelulares estrechamente relacionadas (UCYN-B, UCYN-C).
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c) Analisis de diversidad alfa de la comunidad UCYN-A

El andlisis de rarefaccion mostré que la profundidad de secuenciacion fue buena y suficiente
para evaluar la diversidad del clado UCYN-A, ya que en todas las muestras hay una
estabilizacion del nimero de ASVs a partir de las 12,500 secuencias (Figura S4). Para los
analisis de diversidad, los datos se rarificaron al menor nimero de frecuencia por muestra,
que fue de 234,869 lecturas, obteniéndose 1,340 ASVs.

En general, la diversidad alfa del gen nifH de UCYN-A fue mayor en el crucero MAZ IV en
comparacion con el crucero MAZ V. Particularmente, la muestra de fondo de la estacion
costera (IV.C.F) y la muestra superficial de la estacion oceénica 1V.01.S del MAZ IV
presentaron una mayor diversidad, a diferencia de la muestra del PMC de la estacidn costera
(IV.C.PMC) que tuvo la menor diversidad en el mismo crucero. Por otro lado, en el crucero
MAZ V la muestra del PMC de la estacion media (V.M2.PMC) fue la méas diversa, mientras
que la muestra superficial de la estacion media (V.M2.S) tuvo la menor diversidad. En
particular, las muestras de superficie y PMC-ZM de la estacion costera fueron mas diversas
en el crucero MAZ V en comparacion con el MAZ V.

En el crucero MAZ 1V, el indice de Chaol indicé una mayor riqueza en la muestra de fondo
de la estacion costera (439), mientras que la menor riqueza (104) se encontr6 en el PMC de
la estacion costera del mismo crucero. Por otro lado, en el crucero MAZ V, la muestra del
PMC de la estacion media (V.M2.PMC) present6 la mayor riqueza (312) y la muestra de
superficie de la estacion media (V.M2.S) la menor riqueza (99). Cabe destacar, que la riqueza
entre la superficie y la zona mezclada de la estacion costera del crucero MAZ V, en donde la

columna de agua se encontré mezclada, fue similar (Figura 10).
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Figura 10. indice de Chaol. Las muestras se encuentran ordenadas por estacion y profundidad
(diferentes tonalidades de color), resaltadas por crucero (MAZ IV=Azul, MAZ VV=Naranja). En el eje
X se denotan las estaciones: costera, media y oceénica, y el nimero de estacion. Arriba de cada barra
se sefiala la profundidad: S= superficie, PMC= primer maximo de clorofila, F= fondo y ZM= zona
mezclada.

Los valores del indice de Shannon-Weaver estuvieron entre 1.5y 3.7 (Figura 11). Se encontrd
mayor diversidad en las muestras de fondo de la estacion costera (IV.C.F) y superficial de la
estacion oceanica (IV.01.S) del crucero MAZ V. Por otra parte, en el crucero MAZ V se
observo mayor diversidad en el PMC de la estacion media (V.M2).

Las muestras del PMC de la estacion costera y de la superficie de la estacion media (V.M2)
de los cruceros MAZ IV y MAZ V, respectivamente, tuvieron la menor diversidad.

Para el indice de Simpson, las muestras con mayor y menor dominancia fueron las mismas

que para el indice de Shannon (Figura 11).
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Figura 11. Analisis de diversidad alfa con los indices de Shannon-Weaver y Simpson. Las muestras
se encuentran ordenadas por estacion y profundidad (diferentes tonalidades de color), resaltadas por
crucero (MAZ IV=Azul, MAZ VV=Naranja). Etiquetas de abreviaturas: VVéase figura 10.

Finalmente, el indice de diversidad filogenética de Faith mostr6 mayor diversidad en la
superficie de la estacion costera para ambos cruceros, seguida de las muestras superficiales
de las estaciones oceanicas del crucero MAZ 1V, y menor diversidad en las muestras de fondo

costera y superficial de la estacion media (V.M2.S) del crucero MAZ V (Figura 12).
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Figura 12. Andlisis de diversidad filogenética con el indice de Faith. Las muestras se encuentran

ordenadas por estacion y profundidad (diferentes tonalidades de color), resaltadas por crucero (MAZ
IV=Azul, MAZ VV=Naranja). Etiquetas de abreviaturas: VVéase figura 10.
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En los diagramas de caja y bigote realizados para comparar la diversidad alfa en ambos
cruceros por profundidad de muestreo, el nimero de muestras por profundidad fue desigual
(Figura 13). Se encontré mayor diversidad en las estaciones superficiales del crucero MAZ
IV (cuatro muestras) en comparacion con MAZ V (dos muestras). En relacion con las
profundidades del PMC y de la zona mezclada, las dos muestras de MAZ V presentaron
mayor diversidad que la Gnica muestra de MAZ IV. Por ultimo, en las dos muestras del fondo,

se encontr6 menor diversidad en el crucero MAZ V.

b)
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Figura 13. Diagramas de caja y bigote de diferentes indices de diversidad alfa por profundidad de
muestreo para cada crucero. Las muestras se encuentran ordenadas por profundidad y resaltadas por
crucero (MAZ IV=Azul, MAZ VV=Naranja). Los nimeros arriba de cada caja indican el nimero de
muestras.
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También se realizé una comparacién de las muestras por profundidad de la estacion costera
en cada crucero para los diferentes indices de diversidad calculados, por ser la estacion con
mayor nimero de muestras (Figura S5). Para los indices de Chaol, Shannon-Weaver y
Simpson se observo mayor diversidad en las muestras de fondo en ambos cruceros y menor
diversidad en las muestras del PMC del crucero MAZ 1V, mientras que en el MAZ V se
observo menor diversidad en las muestras de la superficie. Con respecto al indice de Faith,
se observo mayor diversidad en las muestras superficiales en ambos cruceros y menor
diversidad en las muestras del PMC para MAZ IV y del fondo para MAZ V.

d) Analisis de diversidad beta: Relaciones de las variables ambientales y los nutrientes

con la distribucion de la comunidad UCYN-A

En la grafica NMDS se observa que las condiciones ambientales de las zonas de muestreo
tuvieron gran influencia en las diferencias en la distribucion de la comunidad UCYN-A
(Figura S6). La grafica de ordenacion mostré que las comunidades de las muestras
superficiales de las estaciones ocednicas de MAZ IV estan separadas de las demas muestras
de ambos cruceros, lo que indica que son diferentes a las comunidades de las estaciones
media y costera. Ademas, la comunidad de la muestra del fondo de la estacion costera
(IV.C.F), que se corresponde con la ZMO de MAZ IV, en donde la columna de agua estaba
bien estratificada, se encuentra muy separada de la muestra del fondo de la misma estacion
de MAZ V, en donde la columna de agua estaba mezclada y oxigenada, lo que parece indicar
que las comunidades UCYN-A del fondo costero de ambos cruceros tienen una estructura
diferente, probablemente debido a las condiciones ambientales propias de cada crucero.

Un agrupamiento similar de distribucion de las muestras se observo en la grafica del RDA,
mostrando diferencias en la estructura de la comunidad UCYN-A, principalmente entre las
muestras superficiales de las estaciones costera y oceanicas (Figura 14). Ademas, el RDA
mostré que la comunidad del fondo de la estacion costera en MAZ IV tuvo una estructura
muy diferente a las demas muestras y se correlacioné positivamente con el NOs vy
negativamente con el O». Por otro lado, la clorofila a estuvo negativamente correlacionada
con la comunidad de tres muestras superficiales correspondientes a las estaciones media y
oceanicas de MAZ 1V,
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Figura 14. Grafica de ordenacion del RDA basado en la distribucion de la abundancia de las ASVs
del gen nifH en las once muestras (etiquetas), tres profundidades (simbolos) y tres diferentes
estaciones de muestreo (colores). El biplot de correlacion muestra la relacion entre las muestras con
las variables ambientales y los nutrientes. Abreviaturas: Chl-a: clorofila a, NO3: nitrato, PMC-ZM:
primer maximo de clorofila 0 zona mezclada; Etiquetas: IV o V = crucero MAZ IV o MAZ V; C =
estacion costera, M = estacion media, O = estacion oceanica.

Se realiz6 una prueba ANOSIM utilizando s6lo las muestras de superficie de las estaciones
costera, medias y oceanicas de ambos cruceros, dicha prueba mostré que no hubo diferencias
significativas en la distribucion de UCYN-A entre las muestras superficiales de las tres
estaciones (p > 0.05; Tabla S2), lo que indicaria que la estructura de la comunidad UCYN-A
no cambid en la superficie para esas estaciones en ambos cruceros. Posiblemente esto se deba
a que el oligotipo 3 del sublinaje UCYN-A2 fue muy dominante y estuvo ampliamente
distribuido en todas las estaciones de muestreo. No obstante, el nimero de muestras también
pudo haber influido en el resultado obtenido, quizas se necesita un mayor nimero de muestras
para comprobar si hay diferencias significativas en la distribucion de UCYN-A entre las

estaciones de muestreo.
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Por otro lado, se comparo la distribucion de UCYN-A entre los cruceros, usando las muestras
de superficie, PMC y fondo de la estacion costera y de superficie de las estaciones medias
(dado que el numero de muestras del resto de las estaciones medias y oceanicas con respecto
a la profundidad fue desigual), en la cual tampoco hubo diferencias significativas (p > 0.05)
entre los cruceros.

Se realizaron dos pruebas de Mantel, en la primera se analizaron las muestras superficiales
de ambos cruceros, mientras que en la segunda prueba Unicamente se utilizaron las muestras
de la superficie del crucero MAZ IV. Ambas pruebas mostraron que las distancias entre las
muestras de la matriz de disimilitud de Bray-Curtis no estdn correlacionadas
significativamente (p > 0.05) con la separacion geogréafica de las estaciones, lo que indica
que la distancia geografica no afecta a la estructura de la comunidad UCYN-A de la
superficie. Sin embargo, el resultado obtenido en esta prueba podria deberse a que no hay
suficientes muestras, pues las graficas de ordenacidn parecen indicar que la comunidad
oceanica en el crucero MAZ 1V es muy diferente a las comunidades de las estaciones media

y costera.

e) Distribucidn de las ASVs mas abundantes de la comunidad UCYN-A

En el mapa de calor se muestra una agrupacion por similitud de los 50 ASVs mas abundantes
representativos de cada oligotipo y de las muestras de ambos cruceros (Figura 15). En el
dendograma de las ASVs se observan seis grandes grupos de ASVs'y, de estos, s6lo algunos
ASVs son unicos para cada muestra. Las ASVs 954 y 1096 (ver barra azul de la Figura 15)
pertenecientes al oligotipo 1 se encontraron unicamente en la superficie de las estaciones
media (IV.M.S) y la més oceanica (1VV.02.S) del crucero MAZ IV, respectivamente. La ASV
4 fue la méas abundante y se distribuyé ampliamente en todas las muestras, al igual que la
ASV 5, ambas pertenecientes al oligotipo 3 (sublinaje UCYN-AZ2). Por otro lado, las ASVs
no asignadas a ningdn sublinaje de UCYN-A (ASVs 168, 174 y 186) presentaron una
distribucion diferente entre ellas, dado que la ASV 174 so6lo estuvo presente en el crucero
MAZ 1V, mientras que la ASV 186 estuvo presente principalmente en MAZ V, y en la
superficie de la estacion mas oceanica de MAZ IV (IV.02.S). Por su parte, la ASV 168

parece distribuirse por igual en ambos cruceros. Por otra parte, se observa que la comunidad
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de las muestras de la zona mezclada (V.C.ZM) y de fondo de la estacion costera (V.C.F) de
MAZ V fueron muy similares, a excepcion de la ASV 168, que solo se encontrd en la zona
mezclada. Ademas, seis ASVs fueron Unicos (y con una alta abundancia relativa) del fondo
de la estacion costera del MAZ IV (IV.C.F); esta muestra presenté un mayor numero de
ASVs en comparacion con el fondo de esta misma estacion en el crucero MAZ V (V.C.F),
en la cual no se encontrd ningun ASV Unico. Con respecto a la superficie de las estaciones
oceanicas de MAZ 1V, la méas oceanica (IV.02.S) presenté un mayor nimero de ASVs 'y
siete ASVs Unicos, mientras que en la superficie de la estacion oceanica 1V.01.S solo se

encontraron dos ASVs Unicos.
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Figura 15. Mapa de calor con la distribucion de la abundancia relativa de los 50 ASVs mas

abundantes representativos de los 13 oligotipos de UCYN-A. La escala de color representa el nmero
de secuencias para cada muestra, siendo el color blanco cero y el negro el valor més abundante. Las
filas indican las ASVs y las columnas las 11 muestras. La barra de color horizontal indica las
diferentes zonas de muestreo, mientras que la barra vertical azul denota los sublinajes UCYN-A
encontrados. Abreviaturas: Etiquetas IV o V= crucero MAZ IV 0 MAZ V; estaciones: C= costera,
M= media, O= oceanica, profundidad: S= superficie, PMC= primer maximo de clorofila, F= fondo,
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f) ASVs compartidas y Unicas entre las muestras superficiales de todas las estaciones
del crucero MAZ IV y las profundidades de muestreo de la zona costera para los
cruceros MAZ IVy MAZ V

En general, se observo que las ASVs presentes en las muestras superficiales de las estaciones
del crucero MAZ IV se distribuyeron ampliamente a lo largo del transecto (Figura S7). La
muestra superficial de la estacion costera present6 el porcentaje méas bajo de ASVs Unicas
(14 %) en comparacion con la muestra superficial de la estacion mas oceanica, que mostro el
porcentaje mas alto de ASVs Unicas (53.5 %). Por otro lado, entre las cuatro estaciones de
las muestras superficiales se compartieron muy pocas ASVs (66), en contraste con las
estaciones media y la oceanica 1, las cuales compartieron el mayor nimero de ASVs (152).
También es relevante mencionar que la muestra superficial de la estacion costera compartio
muy pocas ASVs con las muestras superficiales de las estaciones oceénicas (C, O1y 02=71
ASVs), a diferencia de las muestras superficiales de las estaciones media y las oceanicas que
compartieron un mayor nimero de ASVs entre ellas (M, O1 y O2= 99 ASV5s).

Con respecto a los diagramas de Venn-Euler que muestran las ASVs unicas y compartidas
de las profundidades pertenecientes a la estacion costera de cada crucero (Figuras 16 'y 17),
se observo que la muestra del fondo del crucero MAZ IV tuvo un mayor porcentaje de ASVs
unicos (73.6 %), mientras que en el crucero MAZ V la muestra de la superficie presentd un
mayor porcentaje de ASVs Unicos (55.8 %) con respecto a las muestras de la zona mezclada
y de fondo. Por el contrario, la superficie de MAZ 1V (19.3 %) y la zona mezclada (V.ZM)
(32.8 %) en MAZ V presentaron el porcentaje mas bajo de ASVs Unicos.

En general, las tres profundidades de muestreo en el crucero MAZ V compartieron mas ASVs
en comparacion con MAZ 1V, donde el contraste vertical fue mayor. Por otro lado, las
muestras que compartieron mas ASVs fueron la superficie y el fondo (67 ASVs) en MAZ
IV, asi como la zona mezclada (V.ZM) y el fondo (60 ASVs) en MAZ V. En contraste con
la superficie y el PMC-ZM que compartieron menos ASVs en ambos cruceros (8 y 4 ASVs

en los cruceros MAZ IV y MAZ V, respectivamente).

56



MAZ IV

. PMC
Superficie (104)

(135)

26
(19.3 %)

Fondo
(439)

Figura 16. Diagrama de Venn-Euler de las ASVs compartidos entre las profundidades de muestreo
de la estacion costera del crucero MAZ 1V.
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Figura 17. Diagrama de Venn-Euler de las ASVs compartidos entre las profundidades de muestreo
de la estacion costera del crucero MAZ V.
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9. DISCUSION

9.1 Condiciones oceanograficas de la ZMO frente al Puerto de Mazatlan

En la regién de estudio ubicada en el ETNP se observaron variaciones oceanogréficas en la
TSM en ambos cruceros debido a la presencia de un evento débil de La Nifia en el afio 2018
(crucero MAZ 1V) y un evento débil de EI Nifio en el afio 2019 (crucero MAZ V).

Dicha variacion de la TSM gener6 que un mayor volumen de agua superficial presentara
temperaturas altas, asi como un cambio en el desplazamiento horizontal de la GCW durante
el crucero MAZ V.

ElI ETNP se considera una zona de transicion tropical-subtropical significativamente
influenciada por procesos advectivos a gran escala, que se ven afectados principalmente por
las masas agua de la corriente de California (CCW) y SsStW (Godinez et al., 2010; Kurczyn
et al., 2012). En el diagrama T-S del crucero MAZ V se observa que la masa TrW proviene
de la mezcla del TSW (gue no estuvo presente en esta zona de estudio pero tuvo influencia
en las costas del crucero MAZ V) y el GCW, que se caracteriza por tener alta salinidad (>
35.1 g kg 1), baja concentracion de nutrientes y, por lo general, valores relativamente altos
de Oz disuelto (Brusca y Medellin, 2010; Portela et al., 2016).

En general, en esta zona de estudio la concentracidn de Oz en la superficie del mar fue alta
(> 200 uM); sin embargo, la concentracion de Oz fue de 191 uM en la estacion costera del
MAZ 1V debido a la entrada de la masa StSsW pobre en O, tal como reporta Pajares et al.
(2020) en dos estaciones costeras en un estudio realizado en la ZMO localizada en el ETNP,
en las que la concentracion de O fue de 100 a 178 uM.

Por otro lado, las aguas medias y profundas del ETNP se caracterizan por tener bajas
concentraciones de O (Fiedler y Talley, 2006). En un analisis de datos del Pacifico Tropical
Oriental, se reportdé que el agotamiento de O se acentla en areas donde hay una capa
fotosintética altamente productiva y una fuerte termoclina que impide la adveccion y el
intercambio de agua mas rica en O2 desde arriba (Cepeda-Morales et al., 2013), lo cual
concuerda con el inicio de la ZMO en el presente estudio (< 20 uM de acuerdo con Paulmier
y Ruiz-Pino (2009)), que se encontro en la zona eufética en la estacion costera de MAZ 1V

y por debajo de la zona eufotica en las estaciones medias y oceanicas en ambos cruceros.
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En el crucero MAZ 1V, el inicio de la ZMO se localiz6 a partir de los 17 m de profundidad
en la estacion costera IV.C, a 48 m de profundidad en la estacion media (IV.M) y a 68 m de
profundidad en las estaciones oceénicas (IV.01 y 1V.02); mientras que en el crucero MAZ
V, la ZMO estuvo ausente en las estaciones costera V.C y media V.M1. Por otro lado, en las
estaciones media V.M2 y la méas oceénica V.02 el inicio de la ZMO se encontr6 a 70 y 98 m
de profundidad, respectivamente. Por lo tanto, se observa una diferencia de 30 m de
profundidad con respecto al inicio de la ZMO entre ambos cruceros en las estaciones
oceanicas.

El inicio de las ZMO se encuentran normalmente por debajo de la zona eufética; sin embargo,
en el Pacifico Tropical Oriental, las ZMO a menudo coinciden con la zona eufética (Gray et
al., 2002; Paulmier y Ruiz-Pino, 2009; Hofmann et al., 2011), tal y como se observé en la
estacion EC de MAZ 1V. De la misma manera, se ha reportado la presencia de aguas
subdxicas (< 10 uM 0») a profundidades inferiores a 150 m en el Pacifico Tropical Oriental
(Helly y Levin, 2004; Kirkpatrick et al., 2006) y el limite superior de la ZMO en el ETNP
entre 60 y 100 m de profundidad (Maske et al., 2010; Pajares et al., 2020), lo que concuerda
con los resultados encontrados en las estaciones oceanicas de este estudio. Por otra parte, los
valores méaximos de clorofila a en la estacion mas oceanica del crucero MAZ IV (2 mg/m?)
a 30 m de profundidad fueron mayores en comparacion con la estacion mas oceanica de MAZ
V (1.5 mg/m®) a 38 m de profundidad, debido posiblemente a las condiciones hidrograficas
dadas por el fendmeno de El Nifio, lo cual se ha reportado en otras regiones del sur del Golfo
de California, en donde se ha identificado una disminucion de la clorofila a ante eventos de
calentamiento como EI Nifio (Alvarez-Borrego, 2012).

Con respecto a las concentraciones de nutrientes, se ha reportado un patrdn relativamente
constante en las secciones verticales del ETNP en frente de México, en donde el NOz y PO4*
aumentan con la profundidad (Pajares et al., 2019). Esto concuerda con esta zona de estudio,
pues en ambos cruceros las mayores concentraciones de estos nutrientes se encontraron por
debajo de los 400 m de profundidad en las estaciones oceanicas. Sin embargo, en ambos
cruceros, con excepcion de la estacion costera de MAZ V, las concentraciones de NO3z™ y
PO.* fueron relativamente heterogéneas debido a la estratificacion de la columna de agua.
Ademas, los valores de la concentracidn de estos nutrientes fueron mayores en el crucero

MAZ 1V. A su vez ocasionando mayor concentracion de clorofila a debido a una menor
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proporcién de la masa GCW y a las condiciones hidrogréficas comparado con MAZ V. Por
otro lado, se encontré un méximo de NO2" a 250 m de profundidad en las estaciones oceanicas
de ambos cruceros, con valores mas altos en MAZ IV (1.49 uM en EO1y 1.96 uM en EOQ2),
en comparacion con MAZ V (0.10 uM), lo que concuerda con el maximo de NO2™ encontrado
en el nacleo de la ZMO en otros estudios realizados en el ETNP (Cepeda-Morales et al.,
2013; Pajares et al., 2019).

9.2 Composicion y diversidad espacio-temporal del clado UCYN-A

En general, el clado UCYN-A se encontrd principalmente en las muestras superficiales de
todas las estaciones, asi como en el PMC y en el fondo de la estacion costera en ambos
cruceros, mientras que en el crucero MAZ V también se encontr6 a este clado de
cianobacterias en la muestra del PMC de la estacion media.

Tal como se esperaba, los genes nifH presentes en UCYN-A no se detectaron en las muestras
que correspondieron a la ZMO, a excepcion de la muestra de fondo de la estacion costera del
crucero MAZ 1V, en donde se detectaron 12 oligotipos pertenecientes al sublinaje UCYN-
A2 de los 13 oligotipos encontrados en este estudio.

La mayoria de las secuencias encontradas estuvieron filogenéticamente relacionadas con el
sublinaje UCYN-A2 (12 de 12 oligotipos presentes en la base de datos de Turk-Kubo et al.
(2017); representando el 99.91 % de las secuencias de UCYN-A y, en menor medida, con el
sublinaje UCYN-AL (1 de 20 oligotipos; 0.09% de las secuencias de UCYN-A), lo que
concuerda con lo reportado en otros estudios. Por ejemplo, UCYN-A2 también se encontro
en la mayoria de las secuencias obtenidas en una region de surgencia en el Noroeste de
Espafia, en el Océano Atlantico Norte, en donde se reporté que UCYN-A2 fue tres veces mas
abundante que UCYN-A1 (Moreira-Coello et al., 2017; 2019). En el Atlantico Norte Tropical
la abundancia de UCYN-A2 fue alta tanto en aguas tropicales y subtropicales, como en aguas
templadas (Martinez-Pérez et al., 2016).

La composicion de la comunidad UCYN-A en este transecto que va de la costa al océano
abierto en el ETNP estuvo dominada por el oligotipo 3 del sublinaje UCYN-A2 (96.2 % de
las secuencias UCYN-A), que parece no tener biogeografia definida, lo que concuerda con

lo reportado en otros estudios. Por ejemplo, en una investigacion realizada en aguas costeras
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en el Estrecho de Dinamarca y en el sistema de la Corriente de California, se report6 al
oligotipo 3 como el tercer oligotipo més abundante y con una amplia distribucién (Turk-
Kubo et al., 2017). Del mismo modo, el oligotipo 3 representdé méas del 90% del conjunto de
secuencias relacionadas a UCYN-A2 en la bahia de Monterey, California (Cabello et al.,
2020), asi como en una region de surgencia en el Noroeste de Espafia (Moreira-Coello et al.,
2019) y en la Laguna de Coral de Nueva Caledonia (Henke et al., 2018).

En contraste con otras investigaciones en las que se ha encontrado una elevada diversidad
genética de UCYN-A en distintos ecosistemas marinos, en los que en su mayoria se ha
encontrado a los cuatro sublinajes UCYN-A (Thompson et al., 2014; Farnelid et al., 2016;
Turk-Kubo et al.,, 2017, 2021; Cornejo-Castillo et al., 2019; Cabello et al., 2020), la
diversidad genética encontrada en esta zona de estudio fue relativamente baja, se encontraron
solo dos de los cuatro sublinajes caracterizados de UCYN-A. Ademas, la diversidad de este
grupo de diazotrofos fue diferente en ambos cruceros, posiblemente debido a que en los dos
afios de muestreo hubo condiciones climaticas y oceanograficas muy distintas.

En general, la mayor diversidad se encontr6 en el crucero MAZ 1V, principalmente en el
fondo hipoxico de la estacion costera, en donde la columna de agua estuvo bien estratificada.
Cabe sefialar, que de entre las 11 muestras, esta fue la que tuvo la mayor concentracién en la
mayoria de los nutrientes (NHs*, NO>, NO3", NID), y se encontré a 17 °C de temperatura, lo
que posiblemente favorecid la presencia del sublinaje UCYN-A2 en esta muestra, pues este
sublinaje tiene preferencia por aguas relativamente frias (10-20 °C) y ricas en N (Thompson
et al., 2014; Cabello et al., 2020; Turk-Kubo et al., 2021).

Por otra parte, la menor diversidad se encontr6 en la muestra del PMC en la estacion costera
del MAZ 1V. Es importante mencionar que no se encontraron correlaciones estadisticamente
significativas entre esta muestra y los factores ambientales. No hay alguna explicacion clara
del porqué esta muestra obtuvo la menor diversidad. Sin embargo, de entre las muestras que
amplificaron al gen nifH, en esta muestra del PMC se encontrd la mayor concentracion de
PO, (3.42 uM). Stenegren et al. (2018) en un estudio a nivel mundial mostré una correlacion
negativa entre la presencia de UCYN-A'y la concentracion de P inorganico disuelto. De modo
que, probablemente UCYN-A2 respondié negativamente a este factor.

En investigaciones recientes se ha evidenciado que el sublinaje UCYN-A2 no solo se

distribuye en aguas costeras ricas en nutrientes, sino también en zonas oceanicas oligotroficas
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y en aguas templadas de alta latitud (Cabello et al., 2016; Martinez-Pérez et al., 2016). De
forma semejante, en esta zona de estudio, el sublinaje UCYN-A2 estuvo presente en todas
las estaciones de ambos cruceros.

Por el contrario, el sublinaje UCYN-AL Gnicamente se encontro en las muestras superficiales
de las estaciones medias y oceéanicas del crucero MAZ 1V, lo que concuerda con otras
investigaciones, en las que ha encontrado a este sublinaje principalmente en regiones
oligotroficas del océano abierto en el Pacifico Subtropical y en el Atlantico (Thompson et
al., 2014; Moreira-Coello et al., 2019). Lo anterior indica que hubo variabilidad temporal en
la composicion de la comunidad UCYN-A entre ambos cruceros, dado que el sublinaje
UCYN-AL solo estuvo presente en el crucero MAZ 1V.

Los datos actuales sugieren que a pesar de que los diferentes sublinajes UCYN-A y sus
huéspedes probablemente tienen distintas necesidades fisiologicas (por ejemplo,
requerimientos de nutrientes), pueden coexistir en el mismo entorno, lo que indica que estos
sublinajes, en algunas circunstancias, comparten un nicho similar (Thompson et al., 2014;
Turk-Kubo et al., 2017; Moreira-Coello et al., 2019). De hecho, Shiozaki et al. (2017) resalto
gue UCYN-AZ2 tiene una notable capacidad para proliferar en diversas regiones marinas. En
el presente estudio se reporta una gran abundancia de secuencias de UCYN-A2 en las
estaciones costera y oceanicas, lo que implica que este sublinaje puede representar un papel
muy importante en la FBN en esta region del ETNP. Ademas, se encontrd la presencia de
UCYN-ALly UCYN-A2 en la superficie de las dos estaciones oceénicas y la estacion media
del crucero MAZ 1V, lo que indica una probable co-ocurrencia de ambos sublinajes en el
océano abierto de esta region. Previamente, se ha observado que los sublinajes UCYN-Aly
UCYN-A2 coexisten en regiones costeras, como en la cuenca de Santa Mdnica (Hamersley
et al., 2011), la plataforma costera del Atlantico Medio norteamericano (Mulholland et al.,
2012) y en la bahia de Monterey, California (Cabello et al., 2020). Asimismo, se ha
informado de la co-ocurrencia de ciertos oligotipos de UCYN-AL (oligotipo 1) y UCYN-A2
(oligotipo 3 y oligotipo 43) en la Laguna de Noumea en Nueva Caledonia (Turk-Kubo et al.,
2015, 2017), y se ha sugerido que estos diazétrofos pueden ser transportados grandes
distancias por las corrientes oceanicas mientras permanecen activos (Shiozaki et al., 2013).
A pesar de ello, aun no esta claro si estos lugares representan nichos superpuestos para los
sublinajes UCYN-A1 y UCYN-A2 o si la diversidad de UCYN-A observada en estas
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regiones es el resultado de la mezcla de aguas oligotroficas y costeras. Por otro lado, la
diferente distribucién global de estos sublinajes puede deberse a la adaptacion de sus
respectivos hospederos a ambientes especificos y a las diferentes etapas de su ciclo de vida
(Hagino et al., 2013).

Por otra parte, en el crucero MAZ 1V se encontr6 un bajo porcentaje (14 %) de ASVs Unicos
en la muestra superficial de la estacion costera, mientras que en las muestras superficiales de
las estaciones media y la méas oceanica se obtuvo un mayor porcentaje (> 50 %) de ASVs
unicos, probablemente debido a la presencia de secuencias de ASVs pertenecientes al
sublinaje UCYN-A1 que sélo estuvieron presentes en dichas estaciones y ausentes en la
muestra superficial de la estacion costera. Sin embargo, en general la estructura de la
comunidad UCYN-A fue muy similar entre las estaciones de muestreo dado que la mayoria
de las ASVs correspondieron al sublinaje UCYN-A2. Particularmente, los oligotipos 3,
oligotipo 34 y oligotipo 36 (UCYN-A2) se distribuyeron ampliamente a lo largo del
transecto, tanto en la muestra superficial de la estacién costera como en las muestras
superficiales de las estaciones media y oceanicas oligotroficas de ambos cruceros.
Finalmente, en articulos previos se ha informado del hallazgo de nuevos oligotipos, en la
region de surgencia del noroeste de Espafia en el Atlantico Norte (Moreira-Coello et al.,
2019), en la Laguna de Coral de Nueva Caledonia (Henke et al., 2018) y en el sistema de
corrientes del sur de California, en donde se revelaron 34 oligotipos nuevos, aungue estos
representaron menos del 1% de las secuencias UCYN-A (Turk-Kubo et al., 2021). En el
presente estudio un alto porcentaje de secuencias nifH (44.9 % del total de las secuencias)
solo se asignaron hasta Bacteria, por lo cual se especula que entre ese porcentaje de
secuencias pueden existir secuencias que corresponden al clado UCYN-A y que aun no han
sido clasificadas pues no se ha realizado ningun estudio previo en ZMO. De igual forma, el
0.54 % del total de las secuencias correspondieron al clado UCYN-A, pero no se asignaron
a ningun sublinaje. Posiblemente, segun el arbol filogenético y el dendograma de los ASVs
en el mapa de calor, estas secuencias de ASVs sin asignar estan emparentadas con el sublinaje
UCYN-AZ2, por lo que podrian ser nuevos oligotipos de este sublinaje o incluso corresponder

a algan sublinaje UCYN-A diferente.
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9.3 Factores oceanograficos que controlan la distribucion de UCYN-A en el Pacifico

central mexicano

En la zona de estudio se presentaron procesos de surgencia y eventos ENSO (el fendmeno de
La Nifia en 2018 (MAZ 1V) y de El Nifio en 2019), lo que tuvo una gran influencia en las
caracteristicas hidrograficas y bioquimicas que se encontraron en cada crucero y que
presumiblemente indujeron las diferencias temporales en la estructura de la comunidad
observadas en el fondo de la estacion costera entre ambos cruceros. Estos eventos
probablemente también ocasionaron diferencias en la composicién de la comunidad UCYN-
A alo largo del transecto, pues no se encontr6 al sublinaje UCYN-AL en ninguna muestra de
MAZ V y la diversidad fue mayor en el crucero MAZ V.

El intervalo de temperatura en el que se detecto a UCYN-A2 en el presente trabajo (17.3-
24.4 °C) concuerda con las temperaturas reportadas en otros estudios, en los cuales se ha
indicado que este sublinaje se encuentra preferentemente en aguas relativamente frias (10 a
20 °C) y ricas en N (Thompson et al., 2014; Cabello et al., 2020; Turk-Kubo et al., 2021),
aungue también se ha encontrado en aguas mas calidas (> 26°C) en la Laguna de Coral de
Nueva Caledonia (Henke et al., 2018).

En un estudio realizado por Henke et al. (2018) sobre la diversidad a nivel de resolucion de
oligotipos de UCYN-A se explica que, a pesar de que los oligotipos dentro de los sublinajes
tienden a encontrarse juntos, hay algunas excepciones notables con respecto a los rangos de
temperatura en los que se encuentran, reportando que el oligotipo 3 y el oligotipo 43 del
sublinaje UCYN-A2 difieren con respecto a la temperatura superficial del mar en la que se
han encontrado. Mientras que el oligotipo 3 no mostré ninguna relacion con la temperatura,
el oligotipo 43 se correlaciono positivamente con temperaturas > 26 °C (Henke et al., 2018).
En el presente estudio ambos oligotipos se encontraron entre 17 y 24 °C, por lo que su
presencia no se asocid a ningun valor especifico de temperatura. Sin embargo, para estudios
posteriores, se sugiere tomar en cuenta que la variacion de las secuencias a escala fina podria
ser importante para la comprension de la distribucién global de las poblaciones de UCYN-
A, ya que las condiciones ambientales parecen influir en la distribucion de los oligotipos

dentro del mismo sublinaje.
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Por otro lado, se ha encontrado al sublinaje UCYN-AL en co-ocurrencia con UCYN-A3 en
un ambiente calido (> 20 °C) en aguas tropicales y subtropicales de los giros oligotroficos
del océano Pacifico (Turk-Kubo et al., 2017). Igualmente, se informo de la correlacion
positiva del oligotipo 1 (UCYN-AL) a temperaturas de 20 a 23 °C (Henke et al., 2018). En
este estudio, se encontré al oligotipo 1 (sublinaje UCYN-AL) en el crucero MAZ 1V a una
temperatura de 22 a 24 °C en las muestras superficiales de las estaciones medias y oceanicas.
El intervalo de concentracion de Oz (210 a 226 uM) en el que se encontr6 a UCYN-A1
también favorecio su presencia en la zona eufética de las estaciones media y oceanicas,
puesto que se ha visto que UCYN-A1 prefiere aguas bien oxigenadas, una caracteristica de
la masa de GCW en la que se hall6 a este grupo de cianobacterias. Por su parte, UCYN-A2
mostré una distribucion mas amplia, ya que se hallé en todas las estaciones de ambos
cruceros, tolerando altas y bajas concentraciones de O (hasta 16.6 uM en el fondo de la
estacion costera de MAZ V).

Entre las consecuencias de la anomalia de temperatura fria presente en el crucero MAZ 1V,
se incluyen las altas concentraciones de nutrientes en las estaciones costera y media en
comparacion con las mismas estaciones de MAZ V. Es preciso sefialar que, en particular, las
muestras superficiales de las estaciones oceanicas de MAZ 1V, en donde se hall6 al sublinaje
UCYN-AL, tuvieron los valores mas bajos de NID y de NH4", en comparacion con el resto
de las muestras de ambos cruceros, lo que corrobora que este grupo de cianobacterias se
distribuye preferentemente en ambientes marinos oligotréficos calidos. De hecho, el
oligotipo 1 (UCYN-AL) tuvo la mayor abundancia en las muestras superficiales de las
estaciones oceéanicas mas oligotroficas.

En contraste, UCYN-AZ2 y las secuencias correspondientes al linaje UCYN-A no asignadas
a algun sublinaje se encontraron en todos los rangos de concentracion de nutrientes de todas
las estaciones.

UCYN-AZ2 se detecto tanto en la estacion costera, con una disponibilidad relativamente alta
de NID (concentraciones de 0.4 a 14.7 uM), como en las estaciones oceanicas superficiales
oligotréficas (concentraciones de 0.3 a 0.5 uM), tal y como se reporta en diversos articulos
(Turk-Kubo et al., 2018, 2021), los cuales dan a conocer que la presencia de UCYN-A no se
excluye, ni la actividad de FBN se inhibe, ante las concentraciones elevadas de NID (Dixon
et al., 2004; Turk-Kubo et al., 2018; Mills et al., 2020). Aunque en nuestro estudio no se
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midieron tasas de FBN, si se demuestra la capacidad de UCYN-A2 de distribuirse en zonas
con relativos altos valores de NID.

Se sabe que UCYN-AL carece de la capacidad genética para asimilar directamente NO3’
(Tripp et al., 2010), por lo que se sugiere que cuando el NOs™ esta disponible para el huésped
en la columna de agua, UCYN-A obtiene N de su anfitrion para su crecimiento, ademés de
continuar con el proceso activo de FBN (Turk-Kubo et al., 2018). Dos estudios realizados en
el Atlantico Subtropical Norte incluyeron la adicion de N como tratamiento en un
experimento e informaron de un aumento en la abundancia de UCYN-A en aproximadamente
un orden de magnitud, tras la adicién de nitrato de amonio, lo que indica que la simbiosis
UCYN-A/haptdfito es capaz de crecer en altas concentraciones de N. De la misma manera,
se ha reportado que la FBN no se inhibe ante la adicién de nitrato de amonio a las poblaciones
de UCYN-A (Langlois et al., 2012; Krupke et al., 2015). Por otra parte, también se detecto
la presencia de UCYN-A1 y UCYN-A2 en rangos de NOs" de concentracion < 0.02 a 1.38
uM en latitudes subtropicales y tropicales de los océanos Atlantico, indico y Pacifico
(Cabello et al., 2016). Sin embargo, en el presente estudio se encontré al sublinaje UCYN-
Al en las estaciones mediay oceanicas superficiales del MAZ 1V en concentraciones de NO3
de 0.2 a 5.6 uM y al sublinaje UCYN-A2 en las estaciones costera y medias con
concentraciones mas altas de NO3z™ (0.04 a 8.5 uM) en ambos cruceros.

En general, los factores que controlan los patrones de distribucion de los diferentes sublinajes
aun no se comprenden bien; no obstante, estos datos proporcionan informacion que mas
adelante podria dilucidar diferencias fisiol6gicas importantes relacionadas con las diferencias
de héabitat, lo cual es esencial para comprender la ecologia de este clado de cianobacterias y

conocer el papel que tienen en los sistemas oceanicos y costeros.

9.4 Presencia de UCYN-A en la ZMO del Pacifico mexicano

Estudios anteriores han reportado la presencia de diversas y activas comunidades de
diazétrofos heterotrofos en aguas hipoxicas del ETSP (Fernandez et al., 2011), en la
Ensenada del Sur de California (Hamersley et al., 2011), en la ZMO del Mar de Arabia
(Jayakumar et al., 2012) y en aguas subodxicas y andxicas del Mar Baltico (Farnelid et al.,
2013), asi como del clado UCYN-B en la ZMO frente a Peru (Loescher et al., 2014).
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En el presente estudio se demuestra por primera vez la presencia del sublinaje UCYN-A2 en
una ZMO, la cual se encontrd en la muestra de fondo hipoxica, con una concentracion de
16.6 uM de O, en la estacion costera del crucero MAZ IV. Contrario a lo esperado, esta
muestra de fondo fue la méas diversa de todas las muestras, detectando 12 de 12 oligotipos
del sublinaje UCYN-AZ2 de acuerdo con la base de datos de referencia de Turk-Kubo et al.,
2017; mientras que el sublinaje UCYN-AL estuvo ausente, demostrandose la amplia
distribucion de UCYN-A2 y su alta capacidad de tolerar diversas condiciones ambientales.
Informes previos han propuesto a los sistemas de surgencia costeros y las ZMO como
regiones oceanicas potenciales para la FBN por bacterias heterdtrofas (Riemann et al., 2010;
Fernandez et al., 2011; Hamersley et al., 2011). Dado que el O inactiva el sistema
enzimatico de la nitrogenasa, usualmente las cianobacterias autétrofas utilizan estrategias de
segregacion temporal y/o espacial para evitar la desactivacion por Oz durante la FBN
(Berman-Frank et al., 2003; Zehr y Kudela, 2011), mientras que los diaz6trofos heterotrofos
prosperan en las ZMO y otros habitats pobres en O. debido a que requieren condiciones
suboxicas para fijar N2. Por su parte, UCYN-A fija N2 durante el dia, gracias a que carece de
la capacidad de utilizar el fotosistema Il que genera O (Zehr et al., 2008; Thompson et al.,
2014). Esta cianobacteria parece invertir energia en el proceso de FBN en sitios con altas
concentraciones de N, lo que favoreceria su presencia en ZMO menos profundas con
presencia de N (Farnelid et al., 2013; Mills et al., 2020). Sin embargo, la simbiosis UCY N-
A/haptofito, no podria encontrarse en las ZMO que se corresponden con la zona afética del
oceano abierto, debido a que el huésped de esta cianobateria necesita luz para llevar a cabo
la fotosintesis.

Se ha demostrado que las regiones de surgencia costeras ricas en nutrientes en los océanos
tropicales y subtropicales desempefian un papel fundamental en el ciclo de nutrientes y en la
FBN (Zhang et al., 2015). La estacidn costera en donde se hall6 a este clado de cianobacterias
estuvo sujeta a cambios ambientales y oceanograficos con la presencia del fendmeno de La
Nifia durante el crucero MAZ 1V, que influyé en la intensidad de la surgencia generando
aguas mas frias y una mayor concentracién de nutrientes (Behrenfeld et al., 2001) respecto
al crucero MAZ V. A pesar de ello, se plantea que los cambios temporales de las condiciones
hidrograficas no afectaron al sublinaje UCYN-A2. No obstante, no se sabe si este sublinaje
puede realizar la FBN activamente en aguas hipoxicas y, por tanto, hacen falta mas datos
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moleculares (ej.: expresion del gen nifH de UCYN-A), asi como la medicién de tasas de FBN

en estos sistemas marinos con bajas concentraciones de Oo.

10.

CONCLUSIONES

Mediante la secuenciacion masiva del gen nifH, este estudio demuestra la presencia
de UCYN-A en un transecto frente al Puerto de Mazatlan en dos campafias
oceanograficas con distintas condiciones climaticas e hidrogréaficas en el ETNP.

Se determind la presencia de dos sublinajes UCYN-AL y UCYN-A2, asi como la
dominancia del oligotipo 3 del sublinaje UCYN-A2 en todas las muestras.

Se encontré una amplia distribucion y una composicion muy similar del sublinaje
UCYN-A2 presente desde la estacidn costera rica en nutrientes hasta las estaciones
oceanicas oligotréficas de ambos cruceros, mientras que el sublinaje UCYN-A1 sélo
se encontrd en las estaciones media y oceanicas del crucero MAZ 1V, corroborando
la preferencia de este sublinaje por las zonas de mar abierto. Ademas, este estudio da
a conocer la co-ocurrencia de los sublinajes UCYN-A1 y UCYN-A2 en aguas
oceanicas superficiales.

Contrario a lo esperado, la mayor diversidad del clado UCYN-A se encontr6 en el
fondo hipoxico de la estacion costera, correspondiente a la ZMO en el crucero MAZ
IV, lo que se atribuye principalmente a la presencia de eventos de surgencia y el
fendémeno ENSO, que tuvieron gran influencia en la distribucion del clado UCYN-A
y en las caracteristicas hidrograficas y bioquimicas que se encontraron en cada
crucero.

En general, la diversidad de la comunidad UCYN-A también fue distinta en ambos
cruceros, encontrandose una mayor diversidad en el crucero MAZ IV,

UCYN-A se encontré principalmente en la zona eufética bien oxigenada a lo largo
del transecto en ambos cruceros, pero también en el fondo hipoxico de la estacion
costera, en donde se detectd la presencia del sublinaje UCYN-A2.

Esta investigacién nos permite tener una comprension inicial del papel que juega
UCYN-A en las ZMO, favoreciendo las proximas investigaciones acerca de este
clado de cianobacterias sujetas a las distintas condiciones presentes en las ZMO.
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8. En el futuro se necesitaran estudios mas enfocados en los factores ambientales y
nutrimentales que afectan el crecimiento, la distribucion y la actividad de los
sublinajes UCYN-A, asi como en la medicion de tasas de FBN en estos sistemas

marinos con bajas concentraciones de Oa.
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12 MATERIAL SUPLEMENTARIO

Numero de lecturas totales gen nifH

S I 826.234

Costera |[PMC e 734.118
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P 787.839
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Figura S1. Numero de lecturas obtenidas por muestra en la secuenciacion por Illumina. Las muestras
se encuentran ordenadas por estacién y profundidad (diferentes tonalidades de color), resaltadas por
crucero (MAZ IV=Azul, MAZ V=Naranja). De lado izquierdo se denotan las distintas estaciones=
costera, media y oceanica. Abreviaturas: profundidades: S= superficie, PMC= primer maximo de
clorofila, F= fondo, ZM= zona mezclada.
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Figura S2. Abundancia relativa del gen nifH UCYN-A del total de las secuencias asignadas a
distintos oligotipos del gen nifH-UCYN-A en las 11 muestras. “Otros” se refiere a secuencias de
ASVs no clasificadas. En el eje x se denotan los distintos cruceros= MAZ IV 0 MAZ V, las
estaciones= costera, media y oceanica, y el nimero de estacion. Arriba de cada barra se sefiala la
profundidad: S= superficie, PMC= primer maximo de clorofila, F= fondo y ZM= zona mezclada.

80



Mouestras

Bootstrap

IV.C.PMC
IV.CF

® O IVMS
V.M2.PMC

IV.CS
IvV.01.8
Iv.02.8
V.C.S
V.C.ZM
V.C.F
V.M2.8

s 0
0,05 oligo37 A2 ACTCTATTTTCTT
ASV-639 Oligo37
ASV-406 Oligo37
ASV-673 Oligo37
ASV-53 Oligo37
ASV-1286 ()Hgﬂlﬂ
-oligo38 A2 ATTCTATTTTCTC
ASV-828 Oligo38
ASV-51 Oligo38
ASV-1013 Oligo38
ASV-06 Oligo3
ASV-09 Oligo3
ASV-1184 ﬂlig:ﬂﬂ
oligo30 A2 GTTCTATTTTCTT
ASV-860 Oligo30
ASV-33 Oligo30
ASV-777 Oligo30
ASV-168 UCYN-A
ASV-05 Oligo3
oligo3 A2 ATTCTATTTTCTT
ASV-01 Olige3
ASV-169 UCYN-A
ASV-04 Oligo3
ASV-186 UCYN-A
ASV-501 Oligo33
ASV-539 Oligo33
ASV-352 Oligo33
oligo33 A2 ATTCTATTTTCCT
ASV-36 Oligo33
oligo31 A2 ATTCTGTTTTCTT
ASV-31 Oligo31
ASV-564 Oligo31
ASV-1206 Oligo31
ASV-893 Oligo32
oligo32 A2 ATTCCATTTTCTT
ASV-417 Oligo32
ASV-68 Oligo32
ASV-1042 Oligo32
oligo43 A2 ATTTTATTTTCTT
ASV-275 Oligod3
ASV-724 Oligod3
ASV-721 Oligo36
ASV-880 Oligo36
ASV-1106 Oligo36 [ ]
oligo36 A2 ATTCTATTTCCTT
ASV-21 Oligo36 o000 o000
ASV-1242 Oligod0 [ ]
|_._|: oligo40 A2 ATTCTATTTTTTT
ASV-256 Oligod0 o [ ) o
-oligo42 A2 ATTCTACTTTCTT
ASV-757 Oligod2 [ ]
ASV-117 Oligod2 @) [ ] [ ]
ASV-711 Oligod2 [ ]
~ASV-616 Olignd2 -~~~ --==-=msmmameeoeeaeaas
ASV-518 Oligo34 [ ]
ASV-737 l')lign?d
ASV-638 Oligo34 o
oligo34 A2 ATCCTATTTTCTT
ASV-64 Oligo34 o000 o000
Uncultred bacterium UCYN-A1 | KC013086
ASV-954 Oligol [ ]
ASV-1096 Oligol [ ] UCYN-A1
oligo1 A1 ATCTCGCTTCTTT
ASV-218 Oligol o200
Gloeothece sp. KO68DGA | AB293988
Cyanothece sp. ATCC 51142 | CP000806
Crocosphaera watsonii WH 0003 | AESD01000434

® 025
® 05
@® 075
o

%1

UCYN-A2

el

STl

Figura S3. Arbol filogenético de los 50 ASVs representantes mas abundantes de UCYN-A obtenido
por el método de Maxima Verosimilitud y el modelo de Tamura-Nei. El valor de bootstrap aparece
en los nodos con un circulo gris. A la derecha, los colores en la grafica denotan la presencia o ausencia
de cada ASV en las 11 muestras. El color de las barras verticales y de las etiquetas indica el sublinaje
correspondiente: Color arena para UCYN-A2 y café para UCYN-AL. Asimismo, el color de las
etiquetas resaltadas en el &rbol indica los diferentes oligotipos de cada sublinaje. Se usaron 13
secuencias de oligotipos de referencia y 3 de referencia de cianobacterias unicelulares estrechamente
relacionadas (UCYN-B, UCYN-C).
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Figura S4. Curvas de rarefaccion de las ASVs obtenidas en funcion de las secuencias. Se indican las
once muestras con etiquetas, los dos cruceros con diferente color (MAZ IV=Azul, MAZ VV=Naranja)
y las tres profundidades con diferentes tonalidades de color.
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Figura S5. Comparacion de la diversidad alfa de las muestras de la estacion costera por profundidad
en cada crucero para los diferentes indices calculados: a) indice de Chaol, b) indice de Shannon, c)
indice de Simpson y d) indice de Faith. Las muestras se encuentran resaltadas por crucero (MAZ
IV=Azul, MAZ V=Naranja) y ordenadas por profundidad (diferentes tonalidades de color.
Abreviaturas: PMC: primer maximo de clorofila y ZM: zona mezclada.
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Figura S6. Grafica NMDS basada en la matriz de distancia de Bray-Curtis de las once muestras
(etiquetas), tres profundidades (simbolos) y tres diferentes zonas de muestreo (colores). Las
propiedades ambientales se ajustaron a la grafica NMDS. La Unica variable que mostré un valor
significativo fue el NH4* (valor de P <0.05). Abreviaturas: PMC-ZM: primer méaximo de clorofila o
zona mezclada, NH4: amonio, O2: Oxigeno, Temp: Temperatura y Chl.a: Clorofila a; Etiquetas: IV
oV = crucero MAZ IV o MAZ V; C = estacion costera, M = estacion media, O = estacion oceanica.
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Figura S7. Diagrama de Venn-Euler de las ASVs compartidas entre las muestras superficiales de las
estaciones de muestreo del crucero MAZ IV.
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Tabla S1. Muestras amplificadas y secuenciadas de ambos cruceros

Crucero Estacion Profundidad Mu_es_tras Muestras secuenciadas
amplificadas
Costera Superficie Si °
(EC) PMC S! °
Fondo Si °
Superficie Si °
Media PMC
(EM) Final Oxiclina No
Fondo
Superficie Si °
MAZ IV L. PMC
OC(?glf)a 1 Final oxiclina N
Ndcleo ZMO ©
Fondo
Superficie Si °
Oceanica 2 PMC
Final oxiclina
(EC2) Ndcleo ZMO No
Fondo
Superficie Si °
Costera Zona Mezclada Si °
(EC) .
Fondo Si °
Superficie Si °
Media PMC Si °
MAZ \/ (EM2) Final oxiclina No
Fondo
Superficie Si
Oceanica PME
Final oxiclina
(E02) Nucleo ZMO No
Fondo

Abreviaturas: PMC: primer méaximo de clorofila. Nota: En la Gltima columna, se marca con un punto
las muestras que fueron secuenciadas.

86



Tabla S2. Resultados de las pruebas ANOSIM

a) Prueba ANOSIM entre las muestras superficiales de ambos cruceros

R estadistica: 0.1667; Significancia: 0.53333

Numero de permutaciones: 719

Cuantiles superiores de las permutaciones (modelo nulo):

90% 95% 97.5% 99%

0.5 0.5 0.5 0.5
Rangos de disimilitud entre y dentro de las clases:

0% 25% 50% 75% 100% N
Entre estaciones 1 4.75 8 12.25 15 12
Costera 3 3.00 3 3.00 3 1
Media 10 10.00 10 10.00 10 1
Oceénica 8 8.00 8 8.00 8 1

b) Prueba ANOSIM entre los afios de muestreo usando las muestras de la zona costera

y la zona media

R estadistica: 0.07292; Significancia: 0.2529

NUmero de permutaciones: 9999

Cuantiles superiores de las permutaciones (modelo nulo):

90% 95% 97.5% 99%
0.188 0.271 0.531 0.531
Rangos de disimilitud entre y dentro de las clases:
0% 25% 50% 75% 100% N
Entre cruceros 1 9.25 16.0 21.25 27 16
MAZ IV 5 17.00 22.0 25.50 28 6
MAZ V 2 5.00 8.5 11.25 13 6
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